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El gen SHOX codifica un factor de transcripción involucrado en el desarrollo esquelético. 
Defectos en este gen o en sus regiones reguladoras dan lugar a dos displasias esqueléticas: la displasia 
mesomélica de Langer (DML) y la discondrosteosis de Léri-Weill (DLW), y a un pequeño porcentaje de 
pacientes con talla baja idiopática (TBI). Aproximadamente un 70% de los pacientes diagnosticados con 
DLW presentan alteraciones en SHOX o sus regiones reguladoras, mientras que el 30% restante no tiene 
defecto molecular conocido, por lo tanto, otros loci podrían estar implicados en esta patología. 
Estudios previos han observado que SHOX y su parálogo, SHOX2, son capaces de regular la 
expresión de Agc1, un gen característico de la matriz extracelular de cartílago (MEC), a través del trío 
SOX. En esta tesis, utilizando las técnicas de luciferasa, PCR cuantitativa y ratones knock-out, hemos 
demostrado que SHOX y SHOX2 son capaces de regular la expresión de muchos más genes relacionados 
con la MEC y la condrogénesis, concretamente de Comp, Matn1, miR-140 y S100A1. Por otro lado, 
hemos llevado a cabo una búsqueda de mutaciones en las regiones reguladoras de SHOX del promotor de 
MATN1, en dos cohortes de 272 pacientes con sospecha de DLW y 95 con TBI, sin defectos en SHOX. 
Hemos encontrado un cambio, c.-199C>T en un paciente con sospecha de DLW, y hemos demostrado su 
patogenicidad. 
Se ha visto que pacientes con mutaciones en la ruta del péptido natriurético tipo C (CNP)/ 
receptor del péptido natriurético tipo B (NPR-B) / GMP cíclico (GMPc) presentan un fenotipo parecido al 
causado por defectos en SHOX. Defectos en homocigosis en NPR2 que codifican el receptor NPR-B dan 
lugar a la displasia acromesomélica de tipo Maroteaux, muy similar a la DML, mientras que defectos en 
heterocigosis en NPR2 dan lugar a talla baja. Hemos llevado a cabo una búsqueda de mutaciones en 
NPR2 y NPPC en una cohorte de pacientes con sospecha de DLW (n=272) y TBI (n=95). Como 
resultado, hemos encontrado nueve variantes en NPR2, de las que se confirmó la patogenicidad de siete, 
mediante ensayos de actividad GMPc y localización celular. Posteriormente, descubrimos la implicación 
de un nuevo gen en talla baja humana, NPPC que codifica CNP, el ligando de NPR-B, mediante la 
identificación de dos mutaciones sin sentido en dos familias con talla baja y acortamiento de manos.  
En conclusión, esta tesis ha contribuido a aumentar el conocimiento acerca de SHOX y la DLW, 



























SHOX encodes a transcription factor involved in skeletal development. Defects in this gene or its 
regulatory regions are associated with two skeletal dysplasias: Langer mesomelic dysplasia (LMD) and 
Léri-Weill dyschondrosteosis (LWD), and a small percentage of patients with idiopathic short stature 
(ISS). Approximately 70% of LWD patients have defects in SHOX or its regulatory regions, whilst the 
molecular defect in the remaining 30% remains unknown, therefore other loci may be implicated in this 
pathology. 
Previous studies demonstrated that SHOX and its paralog, SHOX2, are able to regulate Agc1 
expression, an extracellular matrix (ECM) gene, through its interaction with the SOX trio. Using 
luciferase reporter assays, quantitative PCR and knock-out mice techniques, we demonstrated that SHOX 
and SHOX2 are able to regulate the expression of several ECM genes, specifically Comp, Matn1 and two 
other genes implicated in chondrogenesis, miR-140 y S100A1. We also undertook a mutation screeening 
of SHOX regulatory regions in the MATN1 promoter in 272 patients with suspected LWD and 95 with 
ISS, in which SHOX defects had been previously excluded. We found one variant, c.-199C>T, which we 
subsequently demonstrated to be pathogenic. 
Patients with mutations in C-natriuretic peptide (CNP) / Natriuretic peptide receptor B (NPR-B) / 
cGMP present phenotypes similar to those with SHOX alterations. Homozygous mutations in NPR2, 
which encodes for NPR-B, lead to Acromesomelic dysplasia, Maroteaux type (AMDM), clinically similar 
to LMD, whilst heterozygous NPR2 mutations lead to short stature. We screened for mutations in NPR2 
and its ligand CNP (NPPC gene) in 272 patients with suspected LWD and 95 with ISS. Nine NPR2 
variants were identified, seven of which were determined to be pathogenic using cGMP activity and 
subcellular localization assays. We also demonstrated the implication of NPPC in human short statue 
through the identification of two missense mutations in two families with short stature and small hands. 
In conclusion, these results have contributed to our knowledge about SHOX and LWD, including 



























10T1/2  Células mesenquimales C3H/10T1/2 
ACH  Acondroplasia 
Actb   Actina tipo β 
AD  Autosómico dominante 
ADN  Ácido desoxirribonucleico 
ADNc  Ácido Desoxirribonucleico codificante 
AER  Cresta ectodérmica apical (Apical Ectodermal Ridge) 
Agc1  Agrecano 
ANP   Péptido natriurético atrial (Atrial natriuretic peptide) 
Ant-Post Eje antero-posterior 
AR  Autosómico recesivo 
ARN  Ácido ribonucleico  
Auto  Autopodio 
BMPs   Proteínas morfogénicas ósea (Bone Morphogenic Proteins) 
BNP   Péptido natriurético tipo B (B-Natriuretic peptide) 
BSA  Albúmina de suero bovino (Bovine serum albumin) 
CALR   Calreticulina 
Cl  Clavícula 
CNP  Péptido natriurético tipo C (C-natriuretic peptide) 
Col-  Colágeno  
COMP   Proteína oligomérica de la matriz de cartílago (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) 
Cop  Centro de osificación primario 
Cos  Centro de osificación secundario 
COS-7  African Green Monkey Cercopithecus aethiops Fibroblast-like Kidney Cells 
CTGF   Factor de crecimiento de tejido conectivo (Connective Tissue Growth Factor) 
Cu  Cúbito 
DAMM Displasia acromesomélica, tipo Maroteaux 
DAPI  Diamino-2-fenilindol 
DE  Desviaciones estándar 
DLW  Discondrosteosis de Léri-Weill 
DMEM  Dulbecco´s modified Eagle´s medium  
DML  Displasia mesomélica de Langer 
DMSO  Dimetil sulfóxido 
dNTPs  Desoxirribonucleótidos trifosfatos 
EDTA  Ácido etilendiaminotetraacético 
ELISA  Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 
EMSA  Ensayo de cambio de movilidad electroforética (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 
ER-α   Receptor de estrógenos α (Estrogen receptor α) 
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Es  Escápula 
Estilo  Estilopodio 
E/T  Proporción Envergadura/Talla 
ExAc  Base de datos del Exome Aggregation Consortium 
FBS   Suero Fetal Bovino (Fetal bovine serum) 
FGFs  Factores de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factors) 
FGFRs  Receptores de factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor receptors) 
GCs   Glucocorticoides 
GH   Hormona de crecimiento (Growth hormone) 
GHR  Receptor de la Hormona de crecimiento (Growth hormone receptor) 
GHRH  Hormona liberadora de la hormona de crecimiento (Growth hormone releasing hormone) 
GMPc  Guanosin monofosfato cíclico 
GTP  Guanosina trifosfato 
GWAS  Estudio de asociación del genoma completo (Genome-wide association study) 
HCH  Hipocondroplasia 
HD  Homeodominio 
HDAC4  Histona deacetilasa- 4 
Hoxa  Homeobox 
HRM   Análisis de fusion de alta resolución (High Resolution Melting) 
Hu  Húmero 
IGF-I   Factor de crecimiento insulínico tipo I (Insulin growth factor I) 
IGF-IR  Receptor de IGF-I (Insulin growth factor I receptor) 
IGFBP-3  Proteína de unión a IGF-I (Insulin growth factor I binding protein 3) 
IGFALS  Unidad ácido-lábil de IGF-I (Insulin growth factor I acid labile subunit) 
Ihh    Proteína IHH (Indian hedgehog) 
IMC  Índice de masa corporal 
INGEMM Instituto de Genética Médica y Molecular 
LB  Medio de crecimiento rico de E.coli (Lysogeny Broth) 
Lbab  Long bone abnormality (ratón) 
LINE  Secuencias long interspersed elements 
L-Sox5  SRY (Sex Determining Region Y)-Box 5 isoforma larga 
MAPKs  Proteínas quinasa activadas por mitogenos (Mitogen-Activated protein Kinases) 
Matn  Matrilina 
MEC  Matriz extracelular 
Meis1/2 Meis homeobox 1, -2 
MEK1/2  MAP quinasa quinasa 1, -2 (Mitogen-Activated protein Kinase Kinase 1, -2) 
miR-145 micro ARN-145 
miR-140 micro ARN-140 
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MLPA   Amplicifación de sondas dependiente de ligamiento mútliple (Multiplex ligation-
dependent probe amplification) 
MMPs  Metaloproteasas de la matriz (Matrix Metalloproteases) 
N-CAM  Molécula de adhesión celular neuronal (Neural Cell Adhesion Molecule) 
ND  No determinado 
NI  No informativo 
Nog  Noggin 
NPPC   Gen del Precursor del péptido natriurético tipo C (Natriuretic peptide precursor C) 
NPPB  Gen del Precursor del péptido natriurético tipo B (Natriuretic peptide precursor B) 
NPR2  Receptor del péptido natriurético tipo 2 (Natriuretic peptide receptor 2) 
NPRs   Receptores del péptido natriurético (Natriuretic peptide receptors) 
OAR   Dominio Otp, Aristaless, Rax 
p38   p38 MAP quinasa (p38 MAP Kinase) 
PAR1  Región pseudoautosómica 1 (Pseudoautosomal region 1) 
PAX5   Proteína PAX5 (Paired box 5) 
PBS  Tampón fosfato salino (Phosphate Buffered Saline) 
Pc  Placa de crecimiento 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 
PFA  Paraformaldehído 
PLB   Tampón de lisis pasiva (Passive Lysis Buffer) 
PRKGs Proteína quinasas 
Prrx1  Proteína Prrx1 (Paired related homeobox 1) 
Prox-Dist Eje proximal-distal 
PTHrP  Proteína relacioanda con la hormona paratiriodea (Parathyroid Hormone-related Protein) 
Ra  Radio 
RA  Ácido retinoico (Retinoic Acid) 
RAF   Proteína RAF (Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase) 
RE  Retículo endoplasmático 
rhCNP  CNP recombinante humano, BMN-111 (Recombinant Human CNP) 
rhGH  Hormona de crecimiento humana recombinante (Recombinant Human Growth Hormone) 
Runx2   Factor de transcripción relacionado con Runt 2 (Runt-related tanscription factor 2) 
S100A1 Proteína S100A1 (S100 Calcium Binding Protein A1) 
S100B  Proteína S100B (S100 Calcium Binding Protein B) 
SHH   Proteína SHH (Sonic Hedgehog) 
SHOX  Proteína SHOX (Short stature homeobox containing protein) 
SHOX2 Proteína SHOX2 (Short stature homeobox containing protein 2) 
SN  Síndrome de Noonan 
SNP  Polimorfismo de nucleotido único (single nucleotide polimorfism) 
SNVs  Variantes de nucleotide único (Single nucleotide variants) 
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Sox9   SRY (Sex Determining Region Y)-Box 9 
Sox5  SRY (Sex Determining Region Y)-Box 5 
Sox6   SRY (Sex Determining Region Y)-Box 6 
SP1   Specificity protein 1 
SST   Somatostatina 
STAT   Proteína STAT (Signal transducer and activator of transcription) 
Tbp   Proteína de union a TATA (TATA box binding protein) 
TBI   Talla baja idiopática (idiopathic short stature, ISS) 
TD  Displasia tanatofórica 
TGF-β  Factor de crecimiento transformante β (Transforming Growth Factor-β) 
TH  Hormona tiroidea (Thyroid Hormone) 
TP53   Tumor protein 53 
TS/T  Proporción Talla sentado/Talla 
U2OS  Línea celular de osteosarcoma humano (Human Bone Osteosarcoma Epithelial Cells) 
VEGF   Factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor) 
VV  Vector vacío 
Wnt   Proteína Wnt (Wingless-type) 
WT  Fenotipo Silvestre (Wild type) 
ZPA  Zona de actividad polarizante (Zone of Polarizing Activity) 
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1. Crecimiento y desarrollo. 
El crecimiento y el desarrollo son dos fenómenos complejos paralelos interrelacionados, solo 
separables en su definición. Entendemos por crecimiento al aumento en el número y el tamaño de las 
células de un individuo, que provoca un aumento de su masa corporal. El desarrollo consiste en la 
adquisición de nuevas funciones debido a un aumento de la complejidad bioquímica y fisiológica de las 
células, tejidos y sistemas que componen el individuo. Ambos procesos pasan por una serie de etapas no 
uniformes: 1) Intrauterina, cuando se forman las distintas estructuras del organismo y se alcanza la 
máxima velocidad de crecimiento en la vida de un individuo; 2) Neonatal, desde el nacimiento hasta los 
tres años de edad, caracterizada por una disminución de la velocidad de crecimiento; 3) Escolar, desde los 
tres años hasta la adolescencia, donde se mantiene la velocidad de crecimiento y; 4) Puberal, en la que se 
da un aumento de la velocidad de crecimiento acompañado de la correspondiente maduración sexual. El 
proceso culmina al final de la pubertad, durante la cual se alcanza la madurez en los aspectos físico, 
psicosocial y reproductivo. Ambos procesos están altamente regulados por factores genéticos, 
hormonales, factores de crecimiento, el entorno y la nutrición. 
2. Desarrollo de las extremidades. 
Las extremidades de los vertebrados se forman a partir de primordios situados a los flancos del 
embrión, que están formados a su vez por una capa de tejido ectodérmico, en cuyo interior se encuentran 
células indiferenciadas de origen mesodérmico. Los primordios crecen en dirección distal dando lugar, de 
forma gradual, a las tres estructuras óseas que forman las extremidades: el estilopodio (húmero y fémur), 
el zeugopodio (cúbito y radio, y tibia y peroné) y el autopodio (manos y pies). Esta disposición es común 
a todos los vertebrados (Fig. 1). 
 
Figura 1. Morfología de los elementos óseos de las 
extremidades de los vertebrados. Preparación de las 
extremidades superiores de un ratón al nacer. La 
tinción azul alcian (azul) tiñe el cartílago, mientras que 
el rojo de alzarina (rojo) tiñe el hueso. Los ejes antero-
posterior (Ant-Post) y proximo-distal (Prox-Dist) 
aparecen indicados. (Es) escápula, (Cl) clavícula, (Hu) 
húmero (estilopodio (Estilo)) y (Ra) Radio y (Cu) 
Cúbito (zeugopodio   (Zeugo)). Los diferentes dígitos 
aparecen señalados con números del 1 al 5 (autopodio 





El proceso de formación de las extremidades está regulado por la cresta ectodérmica apical 
(Apical Ectodermal Ridge, AER) situada en el extremo distal de las extremidades (Fig. 2A). La AER crea 
una señal que difunde por todo el primordio en forma de gradiente, gracias a la expresión de factores de 
crecimiento de fibroblastos (FGFs). Por ejemplo, Fgf8, que es expresado en primer lugar, da la 
información necesaria para la formación de los diferentes segmentos de las extremidades (Moon y 
Capecchi 2000; Sun et al. 2002), mientras que FGF9 promueve la expansión progresiva en dirección 
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distal (Mariani et al. 2008). Por otro lado, en la región proximal, se expresa ácido retinoico (RA) que 
difunde a lo largo de todo el primordio creando un gradiente opuesto a la señal de la AER (Fig. 2B) 
(Mercader et al. 2000).  
Las células que se encuentren bajo la influencia de la AER permanecerán indiferenciadas. A 
medida que los primordios vayan creciendo, las células mesenquimales de las regiones proximales 
dejarán de estar bajo el control de la AER y pasarán a estar influenciadas por el RA, que provocará 
cambios en la expresión de factores de transcripción que promueven la diferenciación hacia condrocitos y 
la formación de los tres elementos, por ejemplo, Meis1/2 (Meis homeobox 1, -2) en el estilopodio, 
Hoxa11 (Homeobox A11) en el zeugopodio y Hoxa13 (Homeobox A13) en el autopodio (Tabin y Wolpert 
2007) (Fig. 2B). 
 
Figura 2. Morfogénesis de las extremidades de los vertebrados. (A) Visualización de la AER gracias a la detección in situ de 
transcritos de Fgf8 de una extremidad en desarrollo de ratón. (B) Modelo del doble gradiente. En la región proximal se expresará 
RA y en la distal FGFs creando gradientes opuestos. La integración de ambas señales en el espacio y el tiempo determinará el 
destino de las células mesenquimales indiferenciadas. Los dominios de expresión de Meis1/2, Hoxa11 y Hoxa13 darán lugar a los 
tres elementos que componen las extremidades. Imágenes extraídas de Bénazet y Zeller 2009. 
El desarrollo del eje anteroposterior (AP) de las extremidades viene determinado por la zona de 
actividad polarizante (Zone of Polarizing Activity, ZPA), que se encuentra en la región posterior de los 
primordios en desarrollo (Tickle et al. 1975). Las células de la ZPA sintetizan SHH (Sonic Hedgehog) 
que actúa como señal morfo-reguladora de la diferenciación del eje antero-posteror (Riddle et al. 1993). 
3. Los huesos y el esqueleto. 
Los huesos son estructuras firmes, duras y resistentes, que forman parte del esqueleto de 
los vertebrados, actúan como soporte de los tejidos blandos y protegen los órganos vitales. El principal 
tejido que lo compone es el tejido óseo, un tipo de tejido conjuntivo especializado, formado por células y 
por matriz ósea, que es materia extracelular calcificada rica en iones fosfato y calcio. Las células que lo 
forman son: osteocitos, que se localizan dentro de las cavidades o lagunas en el interior de la matriz; los 
osteoblastos, productores de la parte orgánica de la matriz; y los osteoclastos, que reabsorben el tejido 
óseo y participan en los procesos de remodelación de los huesos. Las superficies internas y externas de 
los huesos están recubiertas por células osteogénicas y por tejido conjuntivo que dan lugar al endostio y el 
periostio, respectivamente (Fig. 3). 
3.1. Estructura de los huesos largos. 
Los huesos largos tienen una región central llamada diáfisis y dos regiones en los extremos 
llamadas epífisis. Entre la diáfisis y las epífisis se encuentran las metáfisis (Fig. 3). La diáfisis presenta 
una estructura externa cubierta de hueso compacto (láminas), en su interior existe un canal medular que 
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contiene la médula ósea amarilla y que está recubierto por el endostio. En las epífisis, el hueso esponjoso 
(travéculas) es muy abundante, en ella se encuentra la médula ósea roja. Los extremos de los huesos 
largos dan lugar a las articulaciones, que están recubiertas por una capa de tejido cartilaginoso llamada 







Figura 3. Esquema de un hueso largo. Los huesos largos 
se dividen en tres partes: la diáfisis, situada en el centro del 
hueso; la epífisis, situada en los dos extremos; y la 
metáfisis, situada entre la diáfisis y las dos epífisis. Están 






3.2. Formación de los huesos. 
El tejido óseo se forma a partir de dos procesos: la osificación intramembranosa y la osificación 
endocondral. 
3.2.1. Osificación intramembranosa.  
Mediante este proceso se forman los huesos planos del esqueleto, como son el cráneo, el 
omóplato y el esternón, también contribuye al crecimiento de los huesos cortos y al aumento de grosor de 
los huesos largos. El proceso comienza cuando, en una capa conjuntiva, se forma un centro de osificación 
primario. En él, células mesenquimales se diferencian directamente a osteoblastos, que comienzan a 
sintetizar el osteoide (matriz que todavía no está mineralizada), que será posteriormente mineralizada. El 
centro de osificación primario sufrirá un crecimiento radial sustituyendo la capa conjuntiva preexistente. 
3.2.2. Osificación endocondral.  
Es el mecanismo que permite la formación de los huesos largos, se inicia a partir de un molde de 
cartílago preexistente, que procede de la diferenciación de las células mesenquimales provenientes del 
mesodermo, las cuales condensan y diferencian en condrocitos, formando la matriz extracelular (MEC) de 
cartílago, este proceso recibe el nombre de condrogénesis. Los condrocitos de la región central de la 
diáfisis proliferan y entran en un proceso complejo de maduración hipertrófica que provocará su muerte 
por apoptosis, y que conlleva la destrucción y mineralización de la matriz cartilaginosa, que será 
sustituida por tejido óseo. Las cavidades previamente ocupadas por los condrocitos son invadidas por 
capilares sanguíneos y células osteogénicas procedentes del tejido conjuntivo adyacente formando el 
centro de osificación primario. Estas células se diferencian en osteoblastos, que depositan matriz ósea 
sobre la matriz de cartílago calcificada (Fig. 4A). 
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El primer tejido óseo que aparece en los huesos largos se forma mediante osificación 
intramembranosa del pericondrio que recubre la parte media de la diáfisis, y da lugar al collar óseo. De 
aquí parten los vasos sanguíneos que se introducen en la matriz mineralizada de cartílago, arrastrando 
consigo células osteoprogenitoras. 
El centro de osificación primario se extenderá en dirección longitudinal junto con el collar óseo, 
invadiendo el molde de cartílago. Posteriormente, se formarán los centros de osificación secundarios, que 
aparecen en cada epífisis. Estos centros son semejantes al primario, pero se expanden de forma radial, en 
lugar de longitudinal. En las metáfisis, entre el centro de osificación primario y los secundarios, queda un 
remanente de cartílago que recibe el nombre de placa de crecimiento, que desaparece al final del 
desarrollo puberal, cuando el individuo alcanza su talla final (Fig. 4B).  
4. Condrogénesis. 
La condrogénesis es el proceso que da lugar a la formación de cartílago y permite la creación del 
molde cartilaginoso que será sustituido por tejido óseo durante la osificación endocondral. En los 
elementos esqueléticos de cada miembro se producirá una proliferación y condensación de las células 
mesenquimales precondrocíticas que lo forman. Después se diferenciarán a condrocitos formando 
nódulos de cartílago en el centro de cada elemento. Los condrocitos diferenciados proliferarán y entrarán 
en hipertrofia. Por último, se producirá la sustitución del tejido cartilaginoso por tejido óseo. 
Antes de la condensación, las células precondrocíticas comienzan a producir MEC rica en 
hialuronano, colágeno tipo I y tipo II (Sandell et al. 1994), que también contendrá tenascinas y 
trombospondinas como COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein) (Murphy et al. 1999). La 
iniciación de la condensación está asociada con un aumento de la actividad hialuronidasa y de la 
presencia de moléculas de adhesión celular, como N-cadherina y N-CAM (Neural Cell Adhesion 
Molecule), que desaparecerán durante su diferenciación progresiva. (Fig. 4A).  
Las células precondrocíticas prosiguen su diferenciación hacia condrocitos y continúan 
sintetizando matriz extracelular característica de cartílago, que contiene grandes cantidades de colágenos 
tipo II (Col2a1), IX (Col9a1) y XI (Col11a1), y agrecano (Agc1). El factor de transcripción Sox9 (SRY 
(Sex Determining Region Y)-Box 9) es uno de los primeros marcadores expresados durante la 
condensación y es necesario para la expresión de Col2a1 (Lefevre et al. 2001). Otros miembros de la 
familia Sox, L-Sox5 y Sox6 (SRY (Sex Determining Region Y)-Box 5 y 6), no están presentes en la etapa 
de condensación de las células mesenquimales, pero se coexpresan con Sox9 durante el resto de la 
diferenciación de condrocitos (Lefebvre et al. 1998). Sox9, L-Sox5 y Sox6 forman el trío SOX, que es un 
elemento esencial de la congrogénesis, ya que tiene la capacidad de inducir y guiar el proceso de 
diferenciación (Akiyama et al. 2002; Ikeda et al. 2004; Smits et al. 2004), mediante la regulación de la 
expresión de varios genes relacionados, como Col2a1, Agc1, Matn1 (Matrilina-1), etc. (Lefebvre et al. 
1998; Smits et al. 2001; Rentsendorj et al. 2005). Otro factor importante en la condrogénesis es Runx2 
(Runt-related tanscription factor 2), que se localiza en los condrocitos prehipertróficos y en menor 
medida en los hipertróficos, donde regula las últimas fases de hipertrofia, induciendo la expresión de Ihh 




Figura 4. Esquema del proceso de osificación endocondral. (A) Esquema de los eventos sufridos durante la condrogénesis de 
la osificación endocondral, que muestra las diferentes etapas a lo largo del tiempo, incluyendo los patrones de expresión de 
diferentes factores de diferenciación y transcripción involucrados, junto con la expresión de las diferentes proteínas 
características de la MEC (abajo). (B) Esquema del proceso de osificación a partir del cartílago preexistente. El proceso de 
osificación se extenderá de forma longitudinal, en las epífisis se formarán los centros de osificación secundarios. En las metáfisis 
quedarán las placas de crecimiento, un remanente de tejido cartilaginoso. (c) condrocitos, (h) condrocitos hipertróficos, (cop) 
centro de osificación primario, (cos) centro de osificación secundario y (pc) placa de crecimiento. Imagen modificada de 
Kronenberg et al. 2003 y Goldring et al. 2006. 
En la siguiente etapa, los condrocitos se diferencian hacia un fenotipo hipertrófico y se produce la 
calcificación de la matriz extracelular, la invasión vascular y la osificación. Los condrocitos localizados 
en el centro del molde de cartílago serán los primeros en entrar en hipertrofia, aumentando 20 veces su 
volumen y comenzando a expresar Ihh, que es requerido para la formación del hueso y se encarga de 
sincronizar la angiogénesis esquelética (St-Jaques et al. 1999). También se comienzan a expresar Col10a1 
y la fosfatasa alcalina. Además, los condrocitos hipertróficos sintetizarán MMP-13 (Matrix 
Metalloprotease -13), una diana de transcripción de Runx2, que, junto con MMP-9 (Matrix 
Metalloprotease -9) degradan la matriz de cartílago no mineralizada (Vu et al. 1998; Ortega et al. 2004). 
Por último, se produce una invasión del pericondrio y la zona hipertrófica por parte de vasos sanguíneos, 
mediada por VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) (Gerber et al. 1999) (Fig. 4A). 
Las BMPs (Bone Morphogenic Proteins) juegan un papel clave durante la condrogénesis, 
iniciando la diferenciación de las células condroprogenitoras, pero también regulando su maduración y 
posterior hipertrofia. BMP-2, -4 y -7 y sus antagonistas, como Noggin, regulan de forma coordinada el 
 46 
 
patrón de formación de los elementos óseos de las extremidades (Pizette y Niswander 2000; Niswander et 
al. 2002; Tickle et al. 2003). BMP2 induce la diferenciación hacia condrocitos de células mesenquimales 
de hueso humanas (Cucchiarini et al. 2011), células madre derivadas de tejido adiposo (An et al. 2010) y 
fibroblastos embriónicos de ratón  (Pan et al. 2008), y promueve la condensación, diferenciación, 
proliferación e hipertrofia de los condrocitos; a partir de células mesenquimales (Yoon et al. 2004). BMP-
7 se expresa en los condrocitos proliferativos (Minima et al. 2002), mientras que BMP-6 y BMP-2 se 
expresan en los condrocitos hipertróficos exclusivamente (Itoh y Ornitz 2004).  
4.1. Matriz Extracelular (MEC) de Cartílago.  
La MEC de cartílago es el principal componente del tejido cartilaginoso. Es una estructura 
extracelular creada por los propios condrocitos, que les provee de soporte mecánico y bioquímico. Está 
compuesta por varios tipos de moléculas que forman redes multiproteícas: El colágeno es su principal 
componente y de ellos, Col2a1 es el más abundante. Las moléculas de Col2a1 se asocian formando 
homotrímeros que se dispone formando fibrillas (Kadler et al. 2008; Keene et al. 1995). Se observó que el 
ratón nulo para Col2a1 presenta un tamaño menor con respecto al ratón silvestre, debido a una falta de 
desarrollo de los huesos largos y la placa de crecimiento (Li et al. 1995).  
Otro tipo de colágeno presente en la MEC de cartílago, es el tipo XI, que participa en la 
formación de las fibrillas, regulando su diámetro. Se encuentra formando heterotrímeros, formados por 
cadenas de Col11a1, Col11a2 y Col2a1 (Keene et al. et al. 1995; Kadler et al. 2008). Por otro lado, el 
colágeno tipo IX, se une a la superficie de las fibrillas tipo II o XI y regula la interacción entre ellas 
mismas y con otras proteínas de la MEC. El colágeno tipo X (Col10a1) se expresa en la zona hipertrófica 
de la placa de crecimiento, interacciona con las fibrillas y las dispone en redes hexagonales (Schmid et al. 
1985; 1990; Kwan et al. 1991).  
Otros componentes importantes de la MEC de cartílago son: los proteoglicanos, las matrilinas y la 
proteína oligomérica de la matriz de cartílago (COMP). Los proteoglicanos están formados por proteínas 
unidas a glicosiaminoglicanos. La MEC contiene tres glicosiaminoglicanos principalmente: hialuronano, 
condroitín sulfato y queratán sulfato. Varias moléculas de condroitín y queratán sulfato se unen a Agc1 
para formar proteoglucanos. Más de 300 proteoglucanos, se unen a su vez a un núcleo de hialuronano y 
dan lugar a grandes agregados proteicos. Las cadenas de condroitín sulfato generan gran densidad de 
cargas negativas que retienen moléculas de agua que da elasticidad al cartílago y le permite ser resistente 
al estrés mecánico y a la compresión (Myllyharju 2014).  
Las matrilinas son cuatro proteínas multidominio (MATN1-4) capaces de interaccionar entre sí 
con las fibrillas de colágeno y de unirse covalentemente al agrecano, son consideradas proteínas 
adaptadoras del ensamblaje de la MEC (Klatt et al. 2011). Los ratones knock-out para las matrilinas 1, -2 
y -3 no presentan grandes defectos en el desarrollo esquelético ni en la MEC de cartílago, lo que sugiere 
que juegan un papel redundante (Aszódi et al. 1999; Ko et al. 2004; Mates et al. 2004). Sin embargo, a 
pesar de la formación normal del esqueleto y la correcta disposición de la placa de crecimiento, se 
observó que el ratón knock-out de Matn1 muestra defectos en la formación de las fibrillas de colágeno 
(Huang et al. 1999) y el ratón knock-out de Matn3 presenta maduración prematura y elongación de la 
zona hipetrófica (van der Weyden et al. 2006). 
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COMP es una proteína pentamérica que es capaz de interaccionar con varias proteínas de la MEC 
de cartílago, incluyendo los colágenos tipo I, II y IX y las matrilinas (Posey et al. 2014). Se ha visto que 
defectos  en COMP causan su retención en el retículo endoplasmático (RE) debido a problemas de 
plegamiento, lo que provoca la muerte celular y la reducción del número de condrocitos de la placa de 
crecimiento (Hetch et al. 1998). Además, los defectos en Comp provocan una reducción simultánea de la 
secreción de las proteínas de la MEC con las que interacciona, como matrilina-3 y colágeno tipo IX, que 
quedan retenidas en el RE (Posey et al. 2009). 
La MEC de cartílago juega un papel fundamental en la regulación celular, ya que sirve como 
almacén para varios factores de crecimiento. Cambios en las condiciones fisiológicas pueden activar a 
proteasas que degraden la matriz, y dar lugar a una liberación de estos factores de forma local y rápida, 
que estimularán a los condrocitos. La MEC sufre un proceso de remodelación constante, ya que se da al 
mismo tiempo, una producción constante de sus componentes junto con una degradación por parte de 
metaloproteasas de la matriz (MMPs) (Gao et al. 2014). 
Los genes que codifican las proteínas características de la MEC de cartílago se han asociado con 
un gran número de displasias esqueléticas (Tabla 1, Anexo I). 
5. Placa de crecimiento.  
La placa de crecimiento se encuentra en las metáfisis de los huesos largos y está formada por un 
remanente de cartílago hialino. Contiene numerosos condrocitos, que van a sufrir una serie de procesos de 
división rápida para después madurar y entrar en hipertrofia y, por último, en apoptosis. Este proceso 
permite el crecimiento longitudinal de los huesos largos y por tanto del individuo. Al final de la pubertad, 
se produce un descenso en la tasa de división de los condrocitos y la placa de crecimiento es remplazada 
completamente por el hueso. 
5.1. Zonas de la placa de crecimiento. 
En la placa de crecimiento podemos distinguir cuatro zonas bien definidas (Fig. 5), que desde las 
epífisis a la diáfisis se disponen en el siguiente orden:  
La zona de reserva es la zona más próxima a las epífisis, en ella los condrocitos se encuentran en 
estado latente, con una baja tasa de proliferación. Estos presentan una morfología pequeña, uniforme y 
compacta y aparecen casi siempre en solitario, rodeados por el surco de Ranvier (Melrose et al. 2008). 
Esta zona se caracteriza por la síntesis de Col2a1 y proteoglicanos como Agc1 (Ballock et al. 2003) (Fig. 
5). 
La zona proliferativa conecta directamente con la zona de reserva, en ella los condrocitos se 
dividen de forma acelerada, presentan una morfología plana y se disponen en columnas. En esta zona se 






Figura 5. Estructura de la placa de crecimiento. Corte 
longitudinal de la epífisis femoral de un ratón de 21 días, 
teñido con hematoxilina-eosina. Se pueden apreciar las 
diferentes zonas de la placa de crecimiento: reserva, 








La siguiente es la zona prehipertrófica donde los condrocitos pierden su capacidad de división y 
comienzan a sintetizar gran cantidad de proteínas de la MEC, como son colágenos de cadena corta, como 
Col10a1, y fosfatasa alcalina, que incrementa la cantidad de iones fosfato necesarios para la calcificación 
(Ballock et al. 2003; Provot et al. 2008; Melrose et al. 2008). Los condrocitos aumentan su volumen 
celular unas diez veces, dando lugar a la zona hipertrófica, donde se completa la mineralización de 
cartílago. Finalmente los condrocitos secretan VEGF que induce la formación de vasos sanguíneos y 
mueren por apoptosis (Fig. 5). 
5.2. Regulación de la placa de crecimiento. 
En la placa de crecimiento se dan una serie de cambios complejos que promueven la correcta 
proliferación e hipertrofia de los condrocitos. Este proceso se encuentra altamente regulado por varios 
factores, incluyendo factores de transcripción y factores solubles. Los mecanismos regulatorios de la 
placa de crecimiento se han dividido en cuatro grupos que se encuentran altamente relacionados entre sí: 
regulación endocrina, paracrina, epigenética y a través de factores de transcripción.  
5.2.1. Regulación endocrina.  
La regulación de la placa de crecimiento está influenciada por varios mecanismos endocrinos, 
muchos de los cuales actúan directamente sobre ella, estos quedan resumidos en la Tabla 2 (Anexo I): 
5.2.1.1. GH (Hormona de crecimiento) e IGF-I (Factor de crecimiento insulínico tipo I). 
El eje GH/IGF-I es un sistema complejo que regula gran cantidad de procesos, entre ellos el 
crecimiento. La GH se secreta en la pituitaria, y su expresión se encuentra regulada por dos hormonas 
hipotalámicas: la somatocrinina o GHRH (hormona liberadora de la hormona de crecimiento) que activa 
su secreción, y la SST (somatostatina), que la inhibe. La GH viaja por el torrente sanguíneo hacia sus 
tejidos diana, donde se unirá a su receptor (GHR) (Fig. 6). Una de sus misiones es estimular la expresión 
de IGF-I, IGFBP-3 (Proteína de unión a IGF-I) e IGFALS (Unidad ácido-lábil de IGF-I) en el hígado, que 
se unirán para formar un complejo ternario, donde IGFALS e IGFBP3 protegen a IGF-I de ser degradada 
durante su transporte a través de los vasos sanguíneos. IGF-I viajará hasta el hueso, donde interaccionará 
con IGF-IR (Receptor de IGF-I), su receptor, y estimulará el crecimiento (Daughaday et al. 2000; Yakar 
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et al. 2002). Ratones knock-out condicionales, que no sintetizan IGF-I en el hígado, ven reducidos sus 
niveles circulantes de IGF-I en un 75%, pero no presentan deficiencias en el crecimiento postnatal (Yakar 
et al, 1999). No obstante, la deficiencia combinada del IGF-I liberado por el hígado e IGFALS produce 
una reducción de hasta un 90% en los niveles circulantes de IGF-I, acompañada de una disminución del 
crecimiento lineal y del tamaño de la placa de crecimiento (Yakar et al, 2002) (Fig. 6). 
Se cree que el efecto de GH a través de IGF-I se puede dar también de forma local, ya que ratones 
knock-out condicional que no expresan IGF-I en condrocitos presentan reducción del crecimiento 
(Govoni et al. 2007). Otra hipótesis se basa en que la GH puede también actuar de forma directa sobre la 
placa de crecimiento, activando la proliferación de los condrocitos de la zona de reserva de modo 
independiente de IGF-I (Ohlsson et al, 1992). 
5.2.1.2. GCs (Glucocorticoides).  
Los GCs tienen un efecto directo en el crecimiento, ya que un exceso de glucocorticoides provoca 
la supresión del crecimiento en niños (Allen et al. 1994). Los receptores de glucocorticoides se expresan 
en todos los condrocitos de la placa de crecimiento, pero en mayor medida en los condrocitos 
hipertróficos (Abu et al. 2000). Se observó que el tratamiento con corticosterona produce una reducción 
del ancho de la placa de crecimiento, debido a la inhibición de la proliferación y al aumento de la 
hipertrofia de los condrocitos (Silvestrini et al 2000; Gafni et al. 2001; Kemer et al. 2015).  
5.2.1.3. Hormonas Tiroideas.  
Se sabe que la administración de la hormona tiroidea (TH) en ratas jóvenes provoca una 
aceleración de la osificación endocondral del esqueleto (Walker 1957). En cuanto a la placa de 
crecimiento, se observó que la deficiencia de TH provoca su desorganización y defectos en la 
diferenciación de los condrocitos hacia células hipertróficas (Van Vliet et al. 2003). Este efecto se puede 
llevar a cabo mediante una acción directa, puesto que los receptores de hormonas tiroideas se expresan en 
los condrocitos de la zona hipertrófica y de reserva (Robson et al. 2000), o de forma indirecta, ya que se 
ha demostrado que las hormonas tiroideas participan en la regulación de otros mecanismos regulatorios, 
como por ejemplo, IGF-I (Xing et al. 2012) o PTHrP (Dentice et al. 2005).  
5.2.1.4. Estrógenos. 
Los estrógenos son los encargados de la maduración esquelética y cierre epifisario (Smith et al. 
1994; Chagin y Savendahl, 2007). Llevan a cabo su regulación a través de dos vías: de forma directa a 
través de su receptor (ER-α), que se expresa en los condrocitos de la placa de crecimiento (Nilsson y 
Koehler, 2005), y de forma indirecta, estimulando la síntesis de GH (Grumbach et al, 2000). En adultos, 
los estrógenos regulan el mantenimiento del hueso, gracias a sus efectos antireabsortivo y anabólico. En 
mujeres, estas hormonas reducen la actividad de reabsorción de los osteoclastos, gracias a que estos 
expresan receptores de andrógenos (ER-α). En hombres, sin embargo, el efecto de los estrógenos sobre el 






















5.2.1.5. Andrógenos.   
 Los andrógenos son hormonas masculinas producidas por los testículos, que se dan en muy bajas 
concentraciones en mujeres, los más importantes son la testosterona y la androsterona. Presentan 
funciones similares a los estrógenos: incrementan la actividad de los osteoblastos, producen un descenso 
de la formación de los osteoclastos y de su actividad, que conlleva una inhibición de la eliminación del 
calcio, y estimulan el crecimiento de los huesos largos durante la pubertad (Maor et al., 1999; Krohn et 
al., 2003). Cuando la secreción de los andrógenos se reduce, la actividad de los osteoclástos aumenta 
respecto a la actividad de los osteoblastos, provocando una reducción de la formación de hueso (Tivesten 
et al 2004; Karperien et al. 2005). 
El papel de los andrógenos en el crecimiento no está claro. Existen argumentos a favor del efecto 
directo de los andrógenos sobre la placa de crecimiento: la presencia de receptores de andrógenos en la 
placa de crecimiento, que la placa de crecimiento se ensancha al inyectarle testosterona y que los niños 
tratados con andrógenos no aromatizables muestran aceleración del crecimiento (van der Eerden et al. 
2006). Por otro lado, se cree que el efecto de los andrógenos en la placa de crecimiento se da debido a su 
conversión en estrógenos gracias a una aromatasa local (Oz et al. 2001), ya que hombres con deficiencia 
de dicha aromatasa presentan retraso del desarrollo óseo y osteopenia (Morishima et al 1995). 
5.2.2. Regulación paracrina. 
La organización estratificada de la placa de crecimiento requiere una serie de mecanismos locales 
que controlen de una forma muy precisa el comportamiento de las células durante la condrogénesis. Las 
señales más importantes son:  
Figura 6. Esquema del efecto del eje GH/IGF-I 
sobre el hueso. La GH influye sobre la placa de 
crecimiento a varios niveles: de una forma directa 
sobre los condrocitos; a través de la expresión de 
IGF-I, ALS e IGFBP3 en el hígado; o de IGF-I en 




5.2.2.1. FGFs (Factores de crecimiento de fibroblastos). 
Los FGFs juegan un papel fundamental en la condrogénesis, se sabe que defectos en los FGFs y 
sus receptores (FGFRs) son los responsables de un grupo diverso de patologías esqueléticas (Xie et al. 
2014). Una de las más relevantes es la acondroplasia (MIM: 100800), la forma más común de enanismo, 
que está causada por una mutación de ganancia de función en el gen Fgfr3 (Ornitz y Marie 2002; Wilkie 
et al. 2002). La expresión de Fgfr3 se inicia durante la condensación de los condrocitos y se mantiene 
hasta que los condrocitos salen de la zona proliferativa de la placa de crecimiento (Peters et al. 1993). 
Modelos animales de acondroplasia (ganancia de función de Fgfr3, Fgfr3
ACH
) y de perdida de función de 
Fgfr3 (Fgfr3
-/-
) demostraron que FGFR3 disminuye la proliferación y promueve la diferenciación de los 
condrocitos (Colvin et al. 1996; Deng et al. 1996; Ornitz y Marie 2002). Se cree que FGFR3 lleva a cabo 
su papel regulatorio a través de la vía de STAT (Signal transducer and activator of transcription) y de las 
MAPKs (Mitogen-Activated protein Kinases) (Murakami et al. 2004). 
Los mecanismos reguladores de la placa de crecimiento se encuentran altamente relacionados 
entre sí. Por ejemplo, FGFR3 reprime la expresión de Ihh/PTHrP y Bmp4 (Naski et al. 1998; Chen et al. 
2001). 
5.2.2.2. BMPs (Bone Morphogenic Proteins). 
Las BMPs pertenecen a la superfamilia TGF-β (Transforming Growth Factor-β) que es un 
extenso grupo de factores de transcripción solubles (Massague 1998). Se cree que las BMPs forman un 
gradiente a lo largo de la placa de crecimiento, siendo sintetizadas por lo condrocitos de la zona 
hipertrófica y difundiendo hacia la zona de reserva (Nilsson et al. 2007). Este sistema podría regular la 
diferenciación progresiva de los condrocitos a lo largo de la placa de crecimiento (De Luca et al. 2001), 
de hecho la falta de Bmp2 causa defectos severos en la proliferación y diferenciación de los condrocitos 
(Shu et al. 2011). Por otro lado, BMP6 también es sintetizado por los condrocitos hipertróficos, se sabe 
que ratones con haploinsuficiencia de Bmp2 y ausencia total de Bmp6 presentan placas de crecimiento 
más pequeñas y menor formación de hueso (Kugimiya et al. 2005). Se ha demostrado que la vía de 
señalización Wnt modula también la actividad de BMP2 (Nakashima et al. 2005; Zhang et al. 2013). 
Se observó que los ratones knock-out para Noggin (Nog), el antagonista de las BMPs, muestran 
sobrecrecimiento de las zonas cartilaginosas (Nifuji et al. 1999; 2004), confirmando así el papel de las 
BMPs en la placa de crecimiento. 
5.2.2.3. Ihh (Indian Hedgehog) y PTHrP (Parathyroid Hormone-related Protein). 
Ihh y PTHrP crean un bucle de retroalimentación que regula el paso de los condrocitos a través de 
las distintas zonas de la placa de crecimiento. PTHrP es producido por los condrocitos periauriculares 
(Kronenberg et al. 2006) y estimula la proliferación de los condrocitos en la zona proliferativa de la placa 
de crecimiento, lo que provoca que estos se dividan y se separen del foco de PTHrP escapando a su 
regulación. Esto hace que los condrocitos dejen de dividirse y pasen a convertirse en condrocitos 
prehipertróficos y secreten Ihh, que difunde hacia la zona de reserva donde estimula la síntesis de PTHrP 
y además promueve la osificación del pericondrio (Minina et al. 2001, 2002; Kobayashi et al. 2002; 
Kronenberg et al. 2003). Varios estudios han demostrado que Ihh también es capaz de estimular la 
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proliferación y maduración de los condrocitos a través de una vía independiente de PTHrP y se cree que 
las rutas de Wnt y BMP pueden estar involucradas (Kobayashi et al. 2005; Mak et al. 2008). 
5.2.2.4. Rutas de señalización de Wnt (Wingless-type). 
Las rutas Wnt juegan múltiples papeles en la condrogénesis, algunos de ellos inhibidores. La 
familia Wnt está formada por 19 miembros que traducen su señal a través de diferentes rutas. Entre todas, 
la más estudiada ha sido la vía canónica, en la que las rutas Wnt estabilizan a la β-catenina, que transloca 
al núcleo y regula la expresión de determinados genes (Logan y Nusse 2004), que inhiben la 
condrogénesis (Akiyama et al. 2004). Estos efectos están provocados, al menos en parte, por el papel 
antagonista de Sox9 y β-catenina, se sabe la sobreexpresión de Sox9 y la inactivación de β-catenina 
producen fenotipos similares y que β-catenina y Sox9 se expresan de forma opuesta en la placa de 
crecimiento e interaccionan (Akiyama et al. 2004; Day et al. 2005; Hill et al. 2005). 
5.2.2.5. CNP/NPR-B/GMPc (péptido natriurético tipo C / receptor del péptido natriurético-B / 
Guanosin monofosfato cíclico). 
CNP actúa como molécula de señalización uniéndose a su receptor, NPR-B (receptor del péptido 
natriurético B) (Koller et al. 1991; Suga et al. 1992). Como consecuencia de esta unión NPR-B se activa y 
comienza a sintetizar GMPc intracelular, que activa enzimas sensibles a GMPc, como son las proteína 
quinasas I y II (PRKGI y PRKGII), desencadenando así una respuesta intracelular (Pilz et al. 2003). Se 
observó que PRKGII regula la actividad de FGFR3 mediante la ruta de señalización de las MAPK, a 
través la inhibición de RAF-1 (Raf-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase), el activador de 
MEK1/2 (Mitogen-Activated protein Kinase Kinase 1, -2) (Geister et al. 2013). El mecanismo por el que 
se produce dicha inhibición no se conoce bien, pero se cree que está relacionado con la activación de p38 
(p38 MAP Kinase) (Agoston et al. 2007; Hutchison 2012). Por otro lado, la activación de MEK1/2 
también inhibe la síntesis de GMPc por parte de NPR-B (Chrisman y Gabers 1999; Ozasa et al. 2005).  
La ruta CNP/NPR-B/GMPc juega un papel clave en la regulación de la placa de crecimiento. 
Tanto Nppc como Npr2, los genes que codifican el ligando Cnp y su receptor, Npr-b, se expresan en los 
condrocitos proliferativos y prehipertróficos de la placa de crecimiento (Chusho et al. 2001). Ratones con 
ausencia de Cnp presentan un enanismo severo y placas de crecimiento muy similares a las de pacientes 
con acondroplasia (Chuso et al. 2001). Ratones con mutaciones en Npr-b tienen enanismo 
desproporcionado y acortamiento de las extremidades (Tsuji y Kunieda 2005). Ambos ratones presentan 
estrechamiento de la placa de crecimiento y reducción del número de condrocitos hipertróficos (del 
Marco 1981). CNP y NPR-B serán ampliamente estudiados en esta tesis, por lo tanto, serán descritos a 
continuación: 
5.2.2.5.1. Péptido natriurético tipo C (CNP).  
CNP forma parte de la familia de los péptidos natriuréticos, junto con ANP (péptido natriurético 
atrial) y BNP (péptido natriurético tipo B). Al contrario que los otros dos miembros, CNP no es capaz de 
estimular la natriuresis. En lugar de ello, CNP está presente en altas cantidades en el cartílago donde actúa 
como un regulador local (Hagiwara et al. 1994). También se encuentra altamente expresado en cerebro 
(Minamino et al. 1991). 
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NPPC (precursor del péptido natriurético tipo C) (NM_024409) es el gen que codifica CNP, que 
en humanos se encuentra en el cromosoma 2q37.1. NPPC está formado por tres exones de los cuales solo 
dos son codificantes. CNP es traducido como un propéptido de 103 residuos, y una endoproteasa 
intracelular, la furina, lo degrada a la forma de 53 residuos (CNP-53) (Wu et al. 2003). En algunos 
tejidos, CNP-53 es digerido a CNP-22 por una enzima desconocida. CNP-53 y CNP-22 muestran 
funciones idénticas (Yeung et al. 1996).  
El ratón knock-out de Cnp (Nppc
-/-
) muestra enanismo desproporcionado, con miembros cortos 
debido a defectos en la osificación endocondral, y muerte postnatal. En cuanto a la placa de crecimiento, 
presenta una reducción de las zonas proliferativa e hipertrófica respecto al ratón Nppc
+/+
 (silvestre) 
(Chusho et al. 2001). Sin embargo, los ratones transgénicos con sobreexpresión de Nppc (col2-CNP-Tg y 
SAP-Nppc-Tg) muestran sobrecrecimiento y expansión de las zonas proliferativa e hipertrófica e la placa 
de crecimiento (Yasoda et al. 2004; Kake et al. 2009). Se observó que al expresar Nppc de nuevo 
mediante expresión transgénica, tanto de forma local, como endocrina (desde el hígado) se producía un 
rescate del  fenotipo de los ratones Nppc
-/-
 (Chusho et al. 2001; Fujii et al. 2010). 
Estudios de asociación del genoma completo (Genome-wide association study, GWAS) 
concluyeron que NPPC está relacionado con la variabilidad en la estatura en humanos (Gudbjartsson et 
al. 2008; Estrada et al. 2009; Soranzo et al. 2009; Lanktree et al. 2011). Además, se ha descrito una 
translocación balanceada que causa la sobreexpresión de NPPC, en un paciente con talla alta, manos y 
pies largos, con un hallux muy largo, y otras anomalías esqueléticas (Bocciardi et al. 2007). Por otro lado, 
se cree que la haploinsuficiencia de CNP es la causa de la talla baja presente en un paciente con una 
deleción de 1,9 Mb en el cromosoma 2q37, que incluye 20 genes, entre ellos NPPC (Tassano et al. 2013). 
Por lo tanto, defectos en heterocigosis de este gen podrían ser la causa de fenotipos relacionados con la 
estatura, como por ejemplo TBI (talla baja idiopática) o talla baja desproporcionada.  
5.2.2.5.2. NPR-B (Receptor del péptido natriurético tipo B). 
NPR-B pertenece a la familia de receptores de péptidos natriuréticos, compuesta además por 
NPR-A y NPR-C (receptor de péptido natriurético tipo A y C, respectivamente). NPR-B está altamente 
relacionado con el crecimiento del hueso endocondral (Bartels et al. 2004). A parte de los condrocitos, 
NPR-B se encuentra presente en varios tejidos, como cerebro, pulmón, útero y piel (Wilcox et al. 1991; 
Chusho et al. 2001; Potter et al. 2006). NPR-B es codificado por el gen NPR2, localizado en el 
cromosoma 9p12-p21 y está compuesto por 22 exones.  
La proteína NPR-B presenta una estructura modular: 1) Tiene un domino extracelular que le 
permite unirse a los tres péptidos natriuréticos, pero con diferente eficiencia, siendo más eficiente su 
unión a CNP (CNP >> ANP ≥ BNP) (Koller et al. 1991; Suga et al. 1992); 2) un domino transmembrana; 
3) un dominio intracelular de homología a quinasa, y 4) un dominio carboxi-terminal guanilato ciclasa 
que, como respuesta al estímulo de CNP, sintetizará GMPc a partir de guanosina trifosfato (GTP) (Potter 
et al. 2006). 
 El papel de NPR-B en cartílago fue confirmado en ratón. Se descubrió que mutaciones en 
homocigosis de Npr2, eran la causa del fenotipo presentado por varias cepas de ratón, Npr2
cn/cn  
(Tsuji et 
al. 2005) y Npr2
slw/slw 
(short-limb dwarfism) (Sogawa et al. 2007). Ambos presentan placas de crecimiento 
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reducidas, con bajo número de condrocitos proliferativos e hipertróficos (Tsuji et al. 2005; Sogawa et al. 
2007). Se ha descrito que tanto el ratón knock-out de Npr2 (Npr2
-/-
), como el ratón pwe (peewee), 
portador de otra mutación espontánea en homocigosis en Npr2 (Npr2
pwe/pwe
), presentan, además de los 
problemas óseos, infertilidad en las hembras provocada por atrofia del útero (Geister et al. 2013; Tamura 
et al. 2004). 
 NPR2 está asociado a varias patologías en humanos. Defectos en homocigosis o heterocigosis 
compuesta de NPR2 causan la displasia acromesomélica, tipo Maroteaux (AMDM, MIM 602875) 
(Bartels et al. 2004), una enfermedad rara, con una prevalencia de <1/1.000.000 nacimientos. La AMDM 
se caracteriza por causar un fenotipo similar a la DML, con talla baja extrema (<5 DE), acortamiento de 
las extremidades, curvatura de antebrazo y acortamiento de los metacarpos y las falanges (Maroteaux et 
al. 1971; Bartels et al. 2004). La mayoría de las mutaciones encontradas en pacientes con AMDM 
provocan la retención de NPR-B en el RE, promoviendo así una reducción de su actividad debido a 
problemas en el transporte celular (Hume et al. 2009). Curiosamente, los familiares de pacientes con 
AMDM que portaban las mutaciones de NPR2 en heterocigosis son más bajos que la media para su 
población (Borrelli et al. 1983; Bartels et al. 2004; Olney et al. 2006). Sin embargo, no muestran 
diferencias de proporción en las extremidades (Olney et al. 2006). Recientemente, varios estudios han 
encontrado mutaciones en heterocigosis de NPR2 en 2-6% de pacientes con talla baja (Vasques et al. 
2013; Amano et al. 2014; Wang et al. 2014). También se han caracterizado mutaciones de ganancia de 
función de NPR2 que dan lugar al fenotipo opuesto, talla alta, escoliosis, aracnodactilia y hallux largo 
(Miura et al. 2012; 2014; Hannema et al. 2013), fenotipo idéntico al obtenido al sobreexpresar NPPC 
(Bocciardi et al. 2007). 
5.2.3. Regulación epigenética y micro ARNs. 
Cada vez hay más evidencias de que la placa de crecimiento sufre una gran regulación 
epigenética y a través de micro ARNs (Goldring et al. 2012), que son pequeños ARN monocatenarios que 
regulan la expresión de otros genes a un nivel postranscripcional.  
La modificación de histonas, involucrando acetilaciones y deacetilaciones causa cambios en el 
fenotipo de los condrocitos. Por ejemplo, se ha sugerido que la HDAC4 (Histona deacetilasa- 4) previene 
la hipertrofia prematura de los condrocitos a través del bloqueo de la actividad de Runx2 (Vega et al. 
2004). Estudios in vitro demostraron que la inducción de COL10A1 durante la condrogénesis estaba 
relacionada con la demetilación de dos sitios CpG (la metilación de estos sitios se ha asociado con 
represión génica) en el promotor de COL10A1 (Zimmermann et al. 2008). 
Se han identificado varios microARNs que regulan el correcto desarrollo de los condrocitos. El 
microARN, miR-145 actúa directamente inactivando los transcritos de Sox9, regulando así la 
diferenciación condrogénica de las células mesenquimales (Yang et al. 2011). Por otro lado, ratones con 
miR-140 defectivo presentan alteraciones esqueléticas leves, como talla baja y osteoartritis relacionada 
con la edad (Miyaki et al. 2010). 
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5.2.3. Factores de transcripción. 
5.2.3.1. Trío SOX. 
El trío SOX está formado por las proteínas Sox9, L-Sox5 (la isoforma larga de Sox5) y Sox6, que 
interaccionan entre sí para formar un complejo fundamental en la condrogénesis. Sox9 dirige el paso de 
células mesenquimales a condrocitos (Akiyama 2011) y, junto con Sox5 y Sox6, controla su correcta 
diferenciación (Akiyama et al. 2002; Smits et al. 2001, 2004; Han et al. 2008).  
5.2.3.1.1. SOX9.  
Es un miembro de la familia de factores de transcripción Sox, caracterizados por un dominio de 
unión al ADN de tipo HMG (High Mobility Group), cuya secuencia es igual en al menos un 50% con 
respecto a la de SRY (de Crombrugghe et al. 2000). Sox9 tiene un domino de activación y un dominio 
capaz de reconocer sitios de unión al ADN de tipo HMG, ya sean dobles o simples (Lefebvre et al. 1997).  
Sox9 es sintetizado por todas las células condroprogenitoras y por los condrocitos, salvo los 
condrocitos hipertróficos (Ng et al. 1997; Wright et al. 1997; Zhao et al. 1997), donde controla la 
expresión de los genes que codifican las proteínas que forman parte de la MEC de cartílago, como 
colágeno tipo II, IX y XI y agrecano entre otros (de Crombrugghe et al, 2000). 
El papel de SOX9 en condrogénesis fue demostrado por primera vez gracias a que se descubrió 
que defectos en heterocigosis de SOX9 causan la displasia campomélica (MIM: 114290), que se 
caracteriza por hipoplasia de todos los elementos esqueléticos endocondrales y disgenesia gonadal (Foster 
et al. 1994; Wagner et al. 1994). Ratones heterocigotos Sox9
+/-
 presentan un fenotipo similar a la displasia 
campomélica, son más pequeños, presentan hipoplasia de los huesos endocondrales, elongación de la 
zona hipertrófica de la placa de crecimiento y mineralización prematura de las estructuras óseas (Bi et al. 
2001). Se creó un ratón knock-out condicional Sox9
-/-
, en el que Sox9 estaba ausente únicamente en las 
extremidades (el ratón homocigoto Sox9
-/-
 presenta alta letalidad). Este ratón mostró una ausencia total de 
elementos óseos y de la condensación mesenquimal previa a la condrogénesis y una disminución de la 
expresión de varios marcadores de los condrocitos, como Runx2, Ihh y Pthrp (Akiyama et al. 2002). Estos 
datos demuestran que Sox9 es esencial para que se den varios pasos en la formación de los huesos y la 
condrogénesis. 
5.2.3.1.2. SOX5 y SOX6. 
L-Sox5 y Sox6 pertenecen también la familia de factores de transcripción HMG, presentan una 
alta homología entre sí, pero no con Sox9, ya que solo comparten el domino HMG. Ambos son capaces 
de homo- y heterodimerizar entre sí. Carecen de dominio de activación, por lo que será necesaria su unión 
a Sox9 y formar el trío Sox, para así regular la expresión de Col2a1 y Agc1 entre otros (Lefebvre et al. 
2001; Han et al. 2008). Sox5 y Sox6 se expresan en las mismas zonas que Sox9 (Lefebvre et al. 1998). 
Sox5 y Sox6 tienen un papel redundante en la condrogénesis, ya que ratones mutantes para Sox5 
(Sox5
-/-
) o Sox6 (Sox6
-/-





) muere en el útero y presenta ausencia de cartílago (Smits et al. 2001). En estos ratones, se 
da la condensación mesenquimal, pero hay ausencia de diferenciación de condrocitos, a pesar de 
presentar niveles de expresión de Sox9 normales (Smits et al. 2001). Se sabe que la expresión de Sox5 y 
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Sox6 depende totalmente de Sox9, ya que la inactivación de Sox9 provoca una ausencia total de ambos 
(Akiyama et al. 2002). 
5.2.3.1.3. Dianas del trío SOX. 
El trío SOX es capaz de reconocer más de mil dianas en el genoma, uniéndose preferentemente a 
regiones enhancers (Liu y Lefebvre 2015). Se ha demostrado que el trío SOX regula la expresión de 
varios genes esenciales en la formación y regulación del cartílago, entre ellos destacan varias proteínas 
características de la MEC, como son Comp (Liu et al. 2007), Agc1 (Han et al 2008), Col2a1 (Lefebvre et 
al. 1998) y Matn1 (Rentsendorj et al, 2005). También regula la expresión de miR-140 (Yamashita et al. 
2012), un micro ARN muy relacionado con la formación del cartílago (Tuddenham et al. 2006; Miyaki et 
al. 2010) y de S100A1 y S100B, que codifican proteínas de la familia S100 que actúan como reguladores 
de otras proteínas. Ambas están expresadas en los condrocitos proliferativos, prehipertróficos e 
hipertróficos de la placa de crecimiento, y se sabe que suprimen su diferenciación hipertrófica in vitro 




) no presenta defectos 
esqueléticos, por lo que se cree que su función puede estar enmascarada por otras proteínas de la familia 
S100 (Mori et al. 2014).  
5.2.3.2. SHOX y SHOX2 (Short stature homeobox containing gene 2). 
Son factores de transcripción pertenecientes a la familia homeodominio y regulan la 
diferenciación de los condrocitos de la placa de crecimiento. Como ambos juegan un papel importante en 
la presente Tesis Doctoral, se les dedicará una mayor atención en los siguientes apartados. 
6. SHOX (Short stature Homeobox). 
SHOX es un factor de transcripción que pertenece a la familia de los homeobox tipo paired (Rao 
et al. 2001), concretamente a la subclase Q50 debido a que contiene una glutamina en la posición 50 del 
homeodominio. Esta subclase reconoce preferentemente las secuencias palindrómicas de ADN P3: 5´-
TAATNNNATTA-3´, con tres nucleótidos en el centro del palíndromo (Rao et al. 2001). SHOX también 
puede unirse a elementos P4, P5 y P6, a secuencias palindrómicas imperfectas (Marchini et al. 2007), e 
incluso a secuencias ricas en adeninas y timinas (Decker et al. 2011).  
Se ha descrito la presencia de SHOX en varios tejidos: corazón, músculo esquelético, placenta, 
páncreas, hígado y células osteogénicas (Ellison et al. 1997; Rao et al. 1997). Durante el desarrollo 
embrionario, SHOX se localiza en las extremidades en desarrollo, perfilando el pre-cartílago endocondral, 
que dará lugar a los huesos (Clement-Jones et al. 2000). Dentro de la placa de crecimiento, SHOX se 
expresa en todos los tipos de condrocitos, desde la semana 12 de gestación hasta que esta se fusiona tras 
finalizar la etapa puberal (Munns et al. 2004; Marchini et al. 2004), donde detiene la proliferación de los 
condrocitos e induce su apoptosis (Marchini et al. 2004). Cabe destacar que SHOX no presenta ortólogo 
en varias especies, entre ellas los roedores (Clement-Jones et al. 2000). 
  La estructura proteica de SHOX consta de dos dominios: un homeodominio y un dominio OAR 
(Otp, Aristaless, Rax). El homeodominio contiene el motivo homeobox y permite a SHOX unirse al ADN 
(Decker et al. 2011; Marchini et al. 2007), interaccionar con otras proteínas (Aza-Carmona et al, 2011) y 
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translocarse al núcleo (Sabherwal et al. 2004a). El dominio OAR es necesario para la transactivación y 
permite a SHOX regular la actividad transcripcional de sus dianas (Simeone et al, 1994; Rao et al, 1997; 
Ellison et al, 1997). 
SHOX está codificado por el gen SHOX (Short stature homeobox containing gene), localizado en 
la región pseudoautosómica 1 (PAR1) de los cromosomas sexuales. Esta región se comporta de forma 
autosómica, ya que escapa a la inactivación del cromosoma X (Rao et al. 1997, Ellison et al. 1997). 
SHOX da lugar a dos isoformas. SHOXa y SHOXb. La segunda carece de dominio de transactivación 
OAR, por lo tanto se considera inactiva en cuanto a su actividad transcripcional (Rao et al. 2001).  
6.1. Patologías asociadas a SHOX. 
Defectos en SHOX o sus regiones reguladoras se han asociado con dos displasias esqueléticas, la 
discondrosteosis de Léri-Weill (DLW) y la displasia mesomélica de Langer (DML), así como con un 
porcentaje variable de pacientes con talla baja idiopática (TBI). Además, se observó que la talla baja 
presente en pacientes con síndrome de Turner (monosomía del cromosoma X, MIM 309585) está causada 
por la haploinsuficiencia de SHOX (Rao et al. 1997; Ellison et al. 1997). Las patologías asociadas a 
SHOX muestran un fenotipo similar al mostrado por los defectos en NPR2. 
6.1.1.  Discondrosteosis de Léri-Weill (DLW). 
 La DLW (MIM 127300) es una displasia esquelética caracterizada por una talla baja 
desproporcionada, debido a un acortamiento del segmento medio de las extremidades y por la deformidad 
de Madelung, que consiste en el acortamiento y curvatura del radio, dislocación distal del cúbito y 
configuración piramidal de los huesos del carpo (Léri y Weill. 1929) (Fig. 7). Otras características 
secundarias son: índice de masa corporal elevado, relación envergadura-talla inferior a 0,965, relación 
talla sentado-talla superior al 0,555, cúbito valgo, antebrazo corto, curvatura del antebrazo, hipertrofia 
muscular y dislocación del cúbito en el codo (Rappold et al, 2007). 
La penetrancia de los defectos en heterocigosis de SHOX es alta, pero su expresión clínica es 
muy variable, algunos pacientes presentan una talla dentro del rango normal, mientras que otros no 
presentan la deformidad de Madelung, ni acortamiento mesomélico (Shears et al. 1998 y Ross et al. 
2001). Incluso se han visto casos de familiares con la misma alteración molecular, que presentan un 
fenotipo diferente (Grigelioniene et al. 2001). Además, las características clínicas se vuelven más severas 
con la edad y suelen ser más graves en mujeres. El análisis auxológico de las proporciones corporales, la 
presencia de anomalías poco comunes y los rasgos radiológicos leves, pueden ser difíciles de detectar, por 
















El tratamiento con hormona de crecimiento humana recombinante (rhGH) está indicado para 
pacientes con DLW con haploinsuficiencia de SHOX, es decir con la falta de uno de sus alelos. En la 
mayoría de los pacientes, el tratamiento mejora la talla del individuo incrementándola unos 10-15 cm 
(+1,3 DE) si el tratamiento empieza desde la niñez (Blum et al. 2007). Por otra parte, 57% de los 
pacientes con defectos en SHOX, que han sido tratados con rhGH, alcanzaron una talla adulta por encima 
de -2 DE (Blum et al. 2013). 
Aproximadamente un 70% de los pacientes diagnosticados con DLW presentan alteraciones en 
SHOX o sus regiones reguladoras (Chen et al. 2009; Benito-Sanz et al. 2006; Huber et al. 2006), entre las 
que se encuentran mutaciones puntuales, deleciones y duplicaciones parciales o completas del gen 
(Shears et al. 1998; Belin et al. 1998; Rappold et al. 2007; Benito-Sanz et al. 2011, 2012), y deleciones de 
sus regiones reguladoras (enhancer) (Benito-Sanz et al. 2005, 2006, 2012). El 30% restante no tiene 
defecto molecular conocido, por lo tanto es posible que otros loci, puedan estar implicados en esta 
patología. 
6.1.2. Displasia mesomélica de langer (DML). 
 La DML (MIM 249700) se caracteriza por una talla baja desproporcionada severa (-9 a -6 DE), 
causada por el acortamiento tanto mesomélico como rizomélico de las extremidades (Langer 1967). 
Además presentan un cúbito y peroné muy poco desarrollados o incluso ausentes, y radio y tibia 
inusualmente cortos, gruesos y curvados (Langer 1967, Fig. 8).  
 La DML está causada por defectos en las dos copias del gen SHOX o sus regiones reguladoras, ya 
sea en homocigosis o heterocigosis compuesta. Todos los pacientes con DML tienen defectos en SHOX o 
sus regiones reguladoras (Shears et al. 2002; Zinn et al. 2002; Campos-Barros et al. 2007).  
Figura 7. Características fenotípicas de un paciente con 
DLW. (A) Fotografía del antebrazo de un paciente con DLW 
donde se puede apreciar la prominencia distal del cúbito. (B) 
Radiografía de su antebrazo, se observa el acortamiento y 
curvatura del radio y la subluxación dorsal del cúbito. Imágenes 





Figura 8.  Características clínicas y radiológicas de pacientes con DML. (A) Fotografía del paciente y  su madre, ambos con 
DML. (B) Radiografía de las extremidades superiores del paciente, se puede apreciar el acortamiento del húmero, el acortamiento 
y curvatura del radio y la hipoplasia del cúbito. (C) Radiografía de las extremidades inferiores del paciente, observamos el 
acortamiento del fémur y la tibia y la hipoplasia del peroné. (D) Radiografía de la extremidad superior de la madre con DML, 
muestra un acortamiento severo de húmero, cúbito y radio. Imágenes obtenidas de Shears et al. 2002. 
6.1.3. Talla baja idiopática (TBI). 
 Son diagnosticados con talla baja idiopática (MIM 300582), los pacientes que presentan una 
estatura por debajo de -2 DE con respecto a su edad, grupo poblacional y sexo, en los que no se ha 
encontrado ningún trastorno sistémico, endocrino, nutricional o cromosómico asociado (Cohen et al. 
2008).  
 Se ha visto que una pequeña proporción de pacientes con TBI (~2.5%) presenta defectos en 
heterocigosis en SHOX o sus regiones reguladoras (Chen et al. 2009).  
6.2. SHOX2 (Short stature homeobox 2) 
SHOX tiene un parálogo en humanos, SHOX2, con un 83% de homología a nivel de proteína y 
un homeodominio idéntico (Blaschke et al. 1998). SHOX2 se expresa en corazón, hígado, pulmón, 
músculo esquelético, fibroblastos de médula ósea, páncreas y placenta (Blashke et al. 1998). En humanos, 
los patrones de expresión de SHOX y SHOX2 se solapan en las extremidades en desarrollo, pero SHOX2 
se expresa más hacia la región proximal-media (Clement-Jones et al. 2000). SHOX2 se expresa a partir de 
la cuarta semana de gestación, sobre todo en tejido que rodea el esqueleto (tejido conectivo y 
musculatura). Dentro de la placa de crecimiento humana, SHOX2 se expresa en todos los tipos de 
condrocitos que la componen (Aza-Carmona et al. 2014). En ratón, Shox2 se expresa en los primordios de 
las extremidades, en la región proximal, que dará lugar al estilopodio (Yu et al. 2007). Cabe recordar que, 
al contrario que SHOX, Shox2 sí está presente en ratón.  
SHOX2 es capaz de llevar a cabo algunas de las funciones de SHOX in vitro. Nuestro grupo 
observó que, al igual que SHOX, SHOX2 es capaz de regular la expresión de NPPB (precursor del 
péptido natriurético tipo B) de forma directa, y de Agc1 a través del trío SOX (Aza-Carmona et al. 2014). 
SHOX y SHOX2 son capaces de interaccionar entre sí formando  heterodímeros, estando las regiones del 
homeodominio y del OAR de ambos involucradas en dicha interacción (Aza-Carmona et al. 2014). 
Además, SHOX es capaz de recuperar el fenotipo provocado por la falta de Shox2 en ratones knock-out 
para este gen (Liu et al. 2011). 
En cuanto a sus funciones, Shox2 es clave para la formación correcta de las extremidades (Cobb 
et al. 2006, Yu et al. 2007). Ratones knock-out condicionales Prrx1-Cre(Shox2), en los que Shox2 es 
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anulado en las primeras etapas de la formación de las extremidades, muestran acortamiento de las 
extremidades debido a la hipoplasia del húmero y fémur, estando este último más severamente afectado. 
Además presentan un acortamiento moderado del zeugopodio de las extremidades posteriores y curvatura 
de la tibia, fenotipo muy parecido al presentado por pacientes con defectos en SHOX (Cobb et al. 2006). 
Shox2, al igual que SHOX, interviene promoviendo el paso de condrocitos proliferativos a hipertróficos, 
ya que el ratón Prrx1-Cre(Shox2) muestra sobreexpresión de marcadores de condrocitos inmaduros, como 
Sox9, Agc1, y Col2a1 y una reducción en la expresión de marcadores de hipertrofia como Col10a1, 
Runx2 y Ihh (Cobb et al. 2006; Bobick et al. 2012). Shox2 juega un  papel dual, ya que  también 
promueve la condrogénesis en sus primeras etapas, gracias a que activa la expresión de genes 
fundamentales, como Sox9, y de proteínas características de la MEC, como Agc1 y Col2a1 (Bobick et al. 
2012). El proceso de regulación de Shox2 se lleva a cabo a través de dos intermediarios, Bmp2 y Bmp4, 
puesto que se observó que Shox2 inhibe la expresión de ambos (Cobb et al. 2007; Bobick et al. 2012). 
 A diferencia de SHOX, Shox2 lleva a cabo funciones importantes en el desarrollo del corazón y 
del sistema nervioso. Shox2 es esencial en la formación de las válvulas senoatriales y en el desarrollo del 
sistema marcapasos del corazón (Blaschke et al. 2007; Espinoza-Lewis et al. 2009; Puskaric et al. 2010). 
De hecho, los ratones knock-out no condicionales de Shox2, mueren durante el desarrollo embrionario 
debido a defectos cardiacos (Yu et al. 2005; Blaschke et al. 2007). Por otro lado, Shox2 es necesario para 
el desarrollo del núcleo motor del nervio facial (VII), cerebelo y los nervios de las extremidades 
(Vickerman et al. 2011; Rosin et al. 2015a, b). 
 A pesar de todo, no se han encontrado defectos en SHOX2 en humanos que puedan relacionarse 
con alguna patología, probablemente debido a su alta letalidad en las primeras etapas del desarrollo (Yu et 
al. 2005; Cobb et al. 2006).  
6.3. Dianas transcripcionales de SHOX.  
 Hasta el momento se han descrito cuatro dianas de SHOX: NPPB (Precursor del péptido 
natriurético tipo B) (Marchini et al. 2007), FGFR3 (Decker et al. 2011), AGC1 (Aza-Carmona et al. 2011) 
y CTGF (Factor de crecimiento de tejido conectivo) (Beiser et al. 2014). SHOX es capaz de regular la 
expresión de las tres primeras dianas de forma directa, mientras que para Agc1, SHOX necesita colaborar 
con el trío SOX.  
 NPPB: codifica BNP (Péptido natriurético tipo B), uno de los péptidos natriuréticos, utilizado 
como marcador biológico para el diagnóstico y pronóstico de enfermedades vasculares (Suzuki et al; 
Kragelund et al. 2005). BNP también juega un papel importante en la condrogénesis, ya que ratones que 
sobreexpresan Nppb muestran sobrecrecimiento, placas de crecimiento más largas y defectos óseos como 
cifosis y cola encorvada (Suda et al. 1998). Sin embargo, el ratón defectivo de Nppb (Nppb
-/-
), no muestra 
defectos esqueléticos, pero sí lesiones fibróticas en los ventrículos (Tamura et al. 2000). 
 FGFR3: se determinó que SHOX es capaz de activar la trascripción de FGFR3 en células de 
osteosarcoma humano (U2OS), y de reprimirla en cultivos de micromasa de extremidades de pollo 
(Decker et al. 2011). Como se ha apuntado previamente, FGFR3 está implicado en la formación y 
regulación de la placa de crecimiento y la condrogénesis y es el gen responsable de una serie de displasias 
incluyendo acondroplasia, hipocondroplasia y craneosinostosis. 
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AGC1: nuestro grupo observó que SHOX era capaz de interaccionar con SOX5 y SOX6, 
componentes del trío SOX, y que en esta interacción participaban el homeodominio de SHOX y los 
dominios HMG de SOX5 y SOX6. Como resultado de esta unión, SHOX es capaz de actuar como un 
cofactor, provocando un aumento en la activación de la expresión de Agc1, una proteína estructural 
característica de la MEC de cartílago (Aza-Carmona et al. 2011).  
CTGF: Recientemente se vio que SHOX es capaz de regular la expresión de Ctgf mediante 
estudios con ratones transgénicos que sobreexpresan SHOX en condrocitos (Beiser et al. 2014). Ctgf es 
una proteína extracelular que interacciona con factores de crecimiento, integrinas y otras proteínas de la 
MEC y que juega un papel importante en la remodelación de la MEC y la angiogénesis de la 
condrogénesis y la placa de crecimiento (Ivkovic et al. 2003). 
6.4. Antecedentes previos a nuestra investigación. 
Existen grandes indicios para pensar que SHOX puede participar en la formación de la MEC de 
cartílago a través de la regulación de la expresión de varios de sus componentes principales. Se ha 
observado que la sobreexpresión de Shox en cultivos de micromasa de extremidades de pollo, aumenta los 
niveles de expresión de Col2a1 y Agc1, componentes de la matriz cartilaginosa (Tiecke et al., 2006). 
Además nuestro grupo demostró que SHOX regula la expresión de Agc1, uno de los componentes 
mayoritarios de la matriz de cartílago a través del trío SOX (Aza-Carmona et al. 2011). Estos datos 
llevaron a nuestro grupo a realizar un array de expresión para comparar los niveles de expresión de varios 
genes característicos de la MEC de cartílago en presencia o ausencia de SHOX. Se observó que los genes 
COMP, MATN1, COL2A1 y S100A1, todos dianas del trío SOX e implicados en condrogénesis (Lefebvre 
et al. 1998; Rentsendorj et al, 2005; Liu et al. 2007; Saito et al. 2007), muestran un aumento de la 






























SHOX y SHOX2 podrían jugar un papel importante en la formación de la MEC de cartílago a 
través de la regulación de genes que codifican sus componentes principales, además existe la posibilidad 
de que dicha activación se lleve a cabo a través del trío SOX, ya que éste interactúa con ambos. Si esto se 
confirmara, mutaciones en las regiones reguladoras de los genes regulados por SHOX y SHOX2 podrían 
ser la causa del fenotipo presentado por pacientes con DLW sin defectos en SHOX. 
 
La gran similitud observada entre el fenotipo causado por defectos en homocigosis y 
heterocigosis en SHOX y NPR2; nos lleva a pensar que defectos en NPR2 que codifica el receptor NPR-B 
y NPPC que codifica CNP, su ligando, también podrían ser los responsables del fenotipo observado en 





























1. Identificar y caracterizar la capacidad de SHOX y SHOX2 de regular la expresión de los genes de la 
MEC de cartílago: Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y S100A1. 
 
2. Búsqueda de defectos en los promotores de los genes regulados por SHOX en pacientes con 
discondrosteosis de Léri-Weill (DLW) y talla baja idiopática (TBI), sin defectos en SHOX, y 
confirmación de la patogenicidad de las variantes encontradas mediante estudios funcionales. 
 
3. Determinar si mutaciones en los genes NPR2 y NPPC, que codifican el receptor NPR-B y CNP, su 
ligando, respectivamente, pueden explicar el fenotipo de los pacientes con sospecha de DLW y TBI, 
sin defectos en SHOX. Posteriormente se confirmará la patogenicidad de las variantes encontradas 

























Materiales y Métodos 
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1. Cultivos celulares. 
En la realización de esta tesis se utilizaron tres líneas celulares: U2OS, C3H/10T1/2 y COS-7. 
Células U2OS (Human Bone Osteosarcoma Epithelial Cells): Se cultivaron a partir de tejido óseo 
de la tibia de una paciente de 15 años que presentaba un osteosarcoma moderadamente diferenciado (J. 
Ponten y E. Saksela 1964). Estás células han sido ampliamente usadas en estudios funcionales de SHOX 
(Marchini et al. 2007; Aza-Carmona et al. 2011, 2014; Decker et al. 2011). 
Células C3H/10T1/2: Son células mesenquimales, indiferenciadas, que proceden de embrión de 
ratón C3H (Reznikoff et al. 1972).  
Células COS-7 (African Green Monkey Cercopithecus aethiops Fibroblast-like Kidney Cells): 
Son células con morfología similar a los fibroblastos, que fueron establecidas a partir de tejido procedente 
del riñón de mono verde africano (Cercopithecus aethiops).  
Se usaron las mismas condiciones para las tres líneas celulares. Las células fueron mantenidas 
con DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium, Life Technologies, Carlsbad, CA) suplementado con 
10% de FBS (Suero Fetal Bovino, Life Technologies) y 1% de Penicilina/Estreptomicina (Life 
Technologies), en un incubador a 37ºC y con un 5% de CO2. Para los ensayos de simulación de la 
condrogénesis en células C3H/10T1/2, se añadió al medio BMP2, que induce la condrogénesis, o Nog, su 
antagonista, a una concentración de 100 ng/ml y 50 ng/ml respectivamente. 
2. Pacientes. 
Se utilizaron un total de 242 pacientes con sospecha DLW y 95 con TBI, ambos sin defectos en 
SHOX o sus regiones reguladoras. Los pacientes incluidos en el grupo de sospecha de DLW debían 
presentar al menos dos de las siguientes características: 1) Talla inferior a -2 DE (Carrascosa et al. 2008); 
2) Deformidad de Madelung; 3) Acortamiento mesomélico de las extremidades y 4) Presencia de una o 
varias características clínicas secundarias propias de la deficiencia de SHOX, como son las recogidas en 
la Tabla 1 (Rappold et al. 2007). Se determinaron las proporciones antropométricas: Envergadura/Talla 
(E/T) y Talla sentado/Talla (TS/T), y fueron clasificados como desporporcionados si <0.965 y >0.555, 
respectivamente, de acuerdo con lo establecido para la deficiencia de SHOX (Rappold et al. 2007).  
Los pacientes con TBI debían presentar una talla inferior a -2 DE, niveles de GH e IGF normales 
y crecimiento proporcionado. El estudio fue aprobado por el comité ético de las instituciones donde se 
realizó y todos los pacientes dieron su aprobación mediante un consentimiento informado. Las 
características de nuestras cohortes de estudio, incluyendo los datos clínicos y antropométricos, así como 
de edad y sexo de los pacientes, están resumidas en la tabla 3.  
A todos los pacientes se les realizó una búsqueda exhaustiva de defectos en SHOX y sus regiones 
reguladoras. Para ello se usaron las siguientes técnicas: un MLPA (Multiplex ligation-dependent probe 
amplification) comercial (P018E1/F1/ G1, MRC Holland, Holanda), un MLPA de diseño casero que 
cubre al gen SHOX y sus regiones reguladoras, y HRM (High Resolution Melting) y secuenciación de las 
regiones codificantes y de transición intrón-exón de SHOX (Benito-Sanz et al. 2006a; 2006b y 2011). El 
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MLPA permite la detección de grandes deleciones y duplicaciones, mientras que el HRM y secuenciación 
buscan pequeñas deleciones, duplicaciones y mutaciones puntuales. 
Tabla 3. Características clínicas y antropométricas de las cohortes de DLW y TBI. 
Características clínicas o 
antropométricas 











Edad±DE (Años) y rango 9,0±3,8 10,3±5,9  9,6±3,8 9,8±4,9 
 
(1,0-17,0) (1,0-42,0)  (1,3-15,4) (2,0-38,0) 
Talla±DE y rango -2,5±0,8 -2,6±0,8  -2,8±0,5 -2,6±0,5 
 
(-5,2- -0,2) (-4,7- +0,7)  (-3,8- -2,0) (-3,5- -2,0) 
Ratio E/T±DE y rango 0,97±0,03 0,97±0,04      
 
(0,90-1,07) (0,88-1,08)      
Ratio TS/T±DE y rango 0,54±0,05 0,53±0,03      
 
(0,43-0,72) (0,44-0,63)      
IMC±DE y rango 17,7±3,4 18,6±3,7  17,8±3,8 17,3±2,9 
 
(13,7-28,2) (11,9-29,3)  (13,6-29,6) (10,3-26,4) 
Acortamiento mesomélico de las 
extremidades 
60 58 118 (48,8%) 
  
Deformidad de Madelung 15 33 48 (19,8%) 
  
Triangulación de la epífisis del 
radio 
17 31 48 (19,8%) 
  
Curvatura del radio 28 45 73 (30,2%) 
  
Cúbito valgo 19 33 52 (21,5%) 
  
Paladar hendido 19 26 45 (18,6%) 
  
Acortamiento del 4º metacarpo 12 25 37 (15,3%) 
  
Hipertrofia muscular 17 28 55 (22,7%) 
  
Micrognatia 9 8 17 (7,0%) 
  
 
3. Muestras control de ADN.  
Se utilizaron 264 controles sanos de procedencia española del Banco de ADN de la Universidad 
de Salamanca, España. Todos presentan una talla normal, entre -2 y +2 DE. 
4. Modelos animales (ratones). 
Se utilizaron dos líneas de ratones knock-out condicionales, en las que Shox2 está ausenté en las 
extremidades exclusivamente, ya que el ratón knock-out es letal (Yu et al. 2005). Para generarlos, se 
cruzaron machos con un alelo de Shox2 silvestre y el otro delecionado, y con el transgen Col2a1-Cre o 
Prrx1-Cre, con hembras que tenían los dos alelos de Shox2 floxeados. De esa forma, los ratones knock-
out son positivos para Cre y portadores de un alelo de Shox2 defectivo. Los alelos alterados de Shox2 
(Cobb et al. 2006) y los transgenes de Prrx1-Cre (Logan et al. 2002; Cobb et al. 2006) y Col2a1-Cre 
(Bobick et al. 2012), fueron descritos previamente. El fondo genético de los ratones utilizados es 
C57BL/6-129/Sv. Se consideró como E0.5 a las 12 horas del día en el que se formó el tapón vaginal. Los 
mutantes se compararon con miembros control de la misma camada, que presentan una copia funcional de 
 75 
 
Shox2. Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité del Cuidado de los 
Animales de las Ciencias de la Vida y Medioambiente de la Universidad de Calgary (AB, Canadá). 
5. Cultivos de Micromasas. 
Los cultivos de micromasas se crearon a partir de células de miembros enteros de embriones 
E11.5 de ratón. Se siguió el protocolo descrito previamente (Hoffman et al. 2006; Woods et al. 2005), con 
algunas modificaciones. Una vez los miembros fueron extraídos, sus células fueron disociadas y llevadas 
a una concentración de ~1.5x10
7
 células/ml en un medio compuesto de F12 Nutrient Mixture y high-
glucose DMEM que contenía GlutaMAX y piruvato sódico (Life Technologies), con una proporción de 
3:2, suplementado con 10% FBS (Life Technologies) y Normomicina a una concentración de 100mg/ml 
(InvivoGen, San Diego, CA). Para formar las micromasas, se depositaron gotas de 10 µl de las células 
disociadas, en placas de 24 pocillos (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Después de 60 minutos, se 
llenaron los pocillos con 700 µl de medio suplementado con 50 mg/ml de ascorbato (Sigma-Aldrich, San 
Louis, MO). 
6. Plásmidos. 
Los plásmidos de expresión: pHA-SOX9 (NM_000346), pHA-SHOXa (NM_000451) y pHA-
SHOX2a (NM_006884.3), marcados con el péptido señal HA, y sus mutantes, fueron creados con 
anterioridad por otros miembros del grupo (Aza-Carmona et al. 2011; 2014). 
El plásmido de expresión pHA-SOX6, que presenta una variante de splicing sin el exón 9 y con el 
exón 14a característica de condrocitos (Cohen-Barak et al, 2001), fue donado por el Dr. T. Ikeda. Los 
vectores pHA-NPR-B silvestre (NM_003995) y pHA-NPR-B con la mutación p.Arg110Cys fueron 
donados por el Dr. Amano y el Dr. Hasegawa (Hachiya et al. 2007). El vector de luciferasa 4x48-
p89Col2a1, que contiene el promotor mínimo de Co2a1 (desde -89 a +6 pb del inicio de la trascripción) y 
cuatro copias de su región enhancer, con la que interacciona el trío SOX, fue cedido por la Dra. Lefebvre 
(Lefebvre et al. 1997) (Tabla 4). El vector pGEMT-Easy con el ADNc de Agc1, utilizado para crear la 
sonda de la hibridación in situ fue donado por el Dr. Cobb. 
El vector de expresión pMYC-CNP (NM_024409), con el DNAc de NPPC marcado con el 
péptido señal Myc, y el vector pRED-CALR (calreticulina), un marcador del retículo endoplásmatico; 
fueron obtenidos de forma comercial (Origene Technologies Inc, Rockville, MD).  El vector de control de 
luciferasa pRL-SV40 también fue obtenido de forma comercial (Promega, Madison, WI). 
El resto de los plásmido utilizados en este trabajo fueron diseñados y construidos siguiendo un 
proceso de clonación y subclonación (Tabla 5, Anexo I).  
6.1 Clonación. 
La técnica comienza con la amplificación del fragmento a clonar mediante PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa). Se utilizaron dos técnicas distintas dependiendo del tamaño del fragmento: 
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Para tamaños mayores de 1,5 kb: Se utilizó el kit Expand Long Range dNTPack (Roche, 
Madison, WI), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Con la intención de asegurar la adición de 
desoxiadenosinas a los extremos 3´ de los amplicones, se realizó una segunda PCR de solo cinco ciclos, 
añadiendo 2U de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA) al producto de la primera PCR, 
y siguiendo el siguiente protocolo: 94ºC durante 10 minutos; 5 ciclos de 96ºC durante 1 minuto, 68ºC 
durante 1 minuto y 72ºC durante 8 minutos; y por último una extensión final de 8 minutos a 72ºC. 
Tabla 4. Construcciones utilizadas en los ensayos de luciferasa.  











pGL3-Basic 3889 -3766 a +123 H. sapiens 
Comp 
NM_016685 




pGL3-Basic 1026 -1026 a +1 M. musculus 
S100A1 
NM_006271 
pGL3-Basic 1016 -1016 a +1 H. sapiens 
Col2a1** 
NM_031163 
pLuc4 188 4x(+2187 a +2234) M. musculus 
*La posición se determinó respecto al comienzo de la traducción (+1) de cada gen. ** Vector cedido por la Dra. 
Lefevbre (Lefevbre et al. 1997). 
6.1 Clonación. 
La técnica comienza con la amplificación del fragmento a clonar mediante PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa). Se utilizaron dos técnicas distintas dependiendo del tamaño del fragmento: 
Para tamaños mayores de 1,5 kb: Se utilizó el kit Expand Long Range dNTPack (Roche, 
Madison, WI), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Con la intención de asegurar la adición de 
desoxiadenosinas a los extremos 3´ de los amplicones, se realizó una segunda PCR de solo cinco ciclos, 
añadiendo 2U de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA) al producto de la primera PCR, 
y siguiendo el siguiente protocolo: 94ºC durante 10 minutos; 5 ciclos de 96ºC durante 1 minuto, 68ºC 
durante 1 minuto y 72ºC durante 8 minutos; y por último una extensión final de 8 minutos a 72ºC. 
Para tamaños inferiores a 1,5 kb: Se llevó a cabo una PCR clásica, con las siguientes condiciones: 
1x PCR Buffer II (Applied Biosystems), 2.5 mM de MgCl2 (Applied Biosystems), 2 U de Amplitaq Gold 
(Applied Biosystems), 0.2 mM de dNTPs (Roche), 0.4 mM de cada oligonucleótido, 100 ng de ADN, en 
un volumen final de 50 µl. Se añadió 5% de DMSO (Sigma-Aldrich) si el fragmento amplificado 
presentaba un porcentaje de GC superior a 60%. Se siguió el siguiente protocolo de amplificación: 10 
minutos a 95ºC para la activación de la polimerasa; 37 ciclos de 95ºC durante 40 segundos, 65ºC durante 
40 segundos y 72ºC durante 1 minuto; y por último una extensión final de 8 minutos a 72ºC. 
La adición de desoxiadenosinas en los extremos 3´ del inserto permite su clonación directa en un 
vector pCR2.1, para ello se utilizó el kit TA cloning Dual promoter (Life Technologies). Se llevó a cabo 
una ligación del inserto y el vector pCR2.1 con una proporción inserto:vector de 3:1, usando la enzima T4 
ligasa (Life Technologies), y se incubó toda la noche a 14ºC. 
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Los cebadores utilizados se diseñaron para, además de amplificar la región de interés, añadir la 
secuencia de dianas de enzimas de restricción específicas, y así hacer posible el proceso de subclonación 
en el vector final (Tabla 5, Anexo I). 
El vector pCR2.1 con el inserto, fue transformado en bacterias E. coli competentes HB101 
(Promega). Se mezclaron 45 µl de bacterias, con 5 µl de vector y se incubó en hielo durante 30 minutos. 
Después se les sometió a un choque térmico de 35 segundos a 42ºC y se devolvieron rápidamente al hielo, 
donde fueron incubadas durante 2 minutos. Se añadieron 250 µl de medio LB [(triptona 1% (Panreac 
Química, España), extracto de levadura 0,5% (Panreac Química) NaCl 1% (Sigma Aldrich)], Mg2SO4 
0.25% (Sigma Aldrich) y se incubaron a 37ºC durante 1 hora, con agitación. Por último, las bacterias se 
sembraron en placas de LB con agar al 1.5% (Panreac Química) y ampicilina a 50 µg/ml (Normon, 
España) y se incubaron a 37ºC durante toda la noche.  
Se seleccionaron algunas colonias y se crecieron en 8 ml de LB con ampicilina 100 µg/ml, 
durante toda la noche. Al día siguiente, se extrajo el ADN de las bacterias utilizando el kit Jetquick 
Plasmid Miniprep Spin (Genycell Biotech, España). Para comprobar que no se ha introducido ningún 
cambio en la secuencia original, los plásmidos fueron secuenciados usando el terminador BigDye V3.1 
(Applied Biosystems). Las secuencias resultantes se analizaron con el programa Sequencher 5.10 
(GeneCodes, Ann Arbor, MI). 
6.2 Subclonación. 
Una vez confirmada la presencia del inserto se procedió a la subclonación en el vector final, 
pGL3Basic (Promega). Se llevó a cabo una digestión del pCR2.1 con nuestro inserto y del pGL3Basic 
vacío, durante 3 horas, utilizando las enzimas incluidas durante la primera PCR. Los distintos fragmentos 
obtenidos se separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, los fragmentos 
correspondientes al inserto y al vector pGL3Basic se extrajeron y purificaron con el kit Gel extraction 
QIAquick (Qiagen, Países Bajos). Por último, el inserto y el vector pGL3Basic fueron ligados usando una 
proporción de 10:1 de inserto:vector, usando el kit LIGATE-IT Rapid Ligation (Affymetrix, Santa Clara, 
CA). 
Los siguientes pasos son idénticos a los del proceso de clonación, el vector ligado se transformó y 
se sembró en placas. Al día siguiente, se seleccionaron algunas colonias y se dejaron crecer. Por último, 
se secuenciaron para ver que el inserto se encuentra en la posición adecuada dentro del vector y no 
presentan ningún cambio en su secuencia. 
Para la creación de sondas de hibridación in situ, se hizo una clonación directa de inserto en el 
vector pGEM-T Easy (Promega), gracias a la adición de desoxiadenosina a los extremos 3´ del inserto 
amplificado. 
6.3 Mutagénesis. 
Los mutantes utilizados en los estudios funcionales fueron creados por mutagénesis dirigida, 
utilizando el kit Quick Change Site directed mutagenesis (GE Healthcare, Reino Unido). La técnica se 
basa en la incorporación del cambio directamente en el vector, gracias a su amplificación utilizando 
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oligonucleótidos complementarios con la mutación en su secuencia (Tabla 6, Anexo I). Para ello, se llevó 
a cabo una PCR con las siguientes condiciones: 1x de Buffer de reaccion, 0,5 μl dNTPs, 125 ng de cada 
oligonucleotido, 1,5 μl de QuickSolution, 10 ng/μl del plásmido de interés y 0,5 μl de Pfu Turbo ADN 
polimerasa (GE Healthcare); y se siguió el siguiente protocolo: 95ºC durante 1 minuto; 18 ciclos de: 95ºC 
durante 50 segundos, 60ºC durante 50 segundos y 1 minuto por cada kb de plásmido; y por último, una 
extensión final de 7 minutos a 68ºC. El producto de la PCR fue tratado con Dpn1 (1U) (GE Healthcare) 
durante 1 hora a 37ºC, para digerir el plásmido molde y dejar únicamente el que presenta el cambio. 
El vector amplificado fue transformado en células ultracompetentes XL 10-Gold (GE Healthcare) 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se seleccionaron varias colonias y se secuenciaron para 
confirmar la presencia de la mutación. 
7. Transfección. 
Se utilizó el reactivo Fugene 6 (Promega), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Antes 
de la transfección, las células fueron sembradas y dejadas crecer durante 24 horas. Después se les cambió 
el medio de cultivo por medio fresco y se añadió el Fugene, que previamente había sido incubado con los 
plásmidos a transfectar durante 20 minutos. Las cantidades de vector y de Fugene utilizadas varían según 
el tipo celular y el tipo placas (Tabla 7). Una vez  transfectadas, se dejaron crecer durante 24 o 48 horas, 
hasta su lisis. 
Tabla 7. Condiciones de transfección de las líneas celulares utilizadas. 
Línea celular Ratio de transfección 
(µg ADN:µl FuGene) 
Cantidad total de 
ADN (µg)  
Tipo de placas 
(pocillos) 
Cantidad de células  
 (por pocillo) 
U2OS 2:1 2,25 24 45.000 
C3H/10T1/2 3:1 1,0 12 60.000 
COS-7 3:2 1,0 12 100.000 
8. Ensayo de Luciferasa. 
El ensayo de luciferasa nos permite cuantificar la capacidad reguladora de la transcripción de 
determinadas regiones genómicas, gracias a que dichas regiones van a controlar la expresión del gen de la 
luciferasa. La técnica comenzó con la siembra de células U2OS en placas de 24 pocillos (Costar, 
Washington, DC). A las 24 horas, las células fueron transfectadas y 48 horas después, se procedió a su 
lisis. Para ello se añadieron 250 µl de 1x PLB (Passive  Lysis Buffer, Promega) a cada pocillo y se incubó 
durante 15 minutos, a temperatura ambiente y con agitación. Las muestras fueron transladadas a tubos 
Eppendorf, se centrifugaron a 14.000 rpm durante un minuto y se recogió el sobrenadante.  
Se midió la actividad luciferasa de los lisados siguiendo las recomendaciones del kit Dual-Glo 
Luciferase Assay System (Promega). Las muestras se midieron por triplicado con el lector Infinite M200 
NanoQuant (TECAN, Suiza), utilizando un tiempo pre-lectura de 1-2 segundos y un tiempo de lectura de 
10 segundos. Los datos obtenidos se normalizaron; en primer lugar con respecto a la actividad de 
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luciferasa de renilla, el control de transfección; y en segundo lugar con respecto a las células transfectadas 
con el vector vacío. Se realizaron tres réplicas totalmente independientes de cada experimento. 
9. PCR cuantitativa. 
 La PCR cuantitativa se utiliza para analizar la expresión génica de los genes de interés. Se analizó 
la expresión endógena de determinados genes en muestras de sangre de pacientes y controles, en células 
C3H/10T1/2 y en cultivos de micromasas de células obtenidas de las extremidades superiores de 
embriones de ratón. 
 El ARN de pacientes y controles fue extraído directamente de la sangre circulante, utilizando 
tubos PAXgene Blood RNA (Qiagen) y el kit PAXgene Blood RNA (Qiagen). El ARN fue retrotrascrito 
a ADNc usando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Life Technologies), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. 
Las células C3H/10T1/2 fueron sembradas en placas de 12 pocillos (Costar), tras 24 horas fueron 
transfectadas y 48 horas después, lisadas. Para su lisis y extracción de ARN se utilizó el kit RNAeasy 
Mini (Qiagen). Para la síntesis de ADNc a partir de ARN se usó el kit High Capacity cDNA Reverse 
Transcription (Life Technologies). 
Los cultivos de micromasas fueron sembrados en placas de 24 pocillos (Thermo Fisher Scientific) 
y lisados 72 horas después. Para su lisis y extracción de ARN se utilizó el kit E.Z.N.A. Total RNA 
(Omega Bio-Tek, Norcross, GA). El ARN fue retrotranscrito usando el kit qScript cDNA SuperMix 
(Quanta BioSciences, Gaithersburg, MD). 
Los niveles de expresión endógenos fueron determinados mediante PCR cuantitativa en tiempo 
real. Para ello se utilizó la siguiente mezcla de reacción: 1x SYBR Premix Ex Taq (Tli RNase Plus) 
(Takara, Japón), 0,5mM de cada cebador, 1x ROX Reference Dye (Takara), 20 ng de muestra en un 
volumen de 10 µl. Se siguió el siguiente protocolo de amplificación: 30 segundos a 95ºC y 40 ciclos de 
95ºC durante 5 segundos y 60ºC durante 30 segundos (en los que se llevó a cabo la lectura de datos). Se 
utilizó un termociclador de real-time ABI7900HT (Life Technologies). Los niveles de expresión relativa 
de cada gen se calcularon utilizando el método de las curvas estándar y fueron normalizados con respecto 
a los niveles de expresión de los genes constitutivos Actb (Actina tipo β) y Tbp (TATA box binding 
protein). Las secuencias de los cebadores utilizados se encuentran recogidas en la tabla 8 (Anexo I). 
10. Hibridación in situ. 
Esta técnica se usa para analizar la expresión espacial de los genes de interés. Se realizaron 
hibridaciones in situ con cortes de extremidades superiores de embriones de ratón E13.5 y E14.5, 
utilizando sondas de ARNm antisentido contra Comp, Matn1 y Acan. 
10.1 Preparación de los cortes histológicos. 
Las hembras gestantes fueron diseccionadas al mediodía, sus embriones fueron extraídos y 
puestos inmediatamente en PBS (Tampón fosfato salino) frío, cada uno en un pocillo de una placa de 24 
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pocillos (Thermo Fisher Scientific). Los embriones fueron fijados durante toda la noche con 4% 
paraformaldehído (PFA) (Sigma-Aldrich), a 4ºC y con agitación. Se eliminó cualquier resto de PFA, con 
tres lavados de 30 minutos con PBS (Biochrom AG, Alemania), también con agitación y a 4ºC. Después, 
los embriones se incubaron con 30% de sacarosa en PBS, a 4ºC y con agitación, durante una noche como 
mínimo. 
Se procedió a diseccionar las extremidades superiores de cada embrión, para después sumergirlas 
en un molde con medio de congelación de tejidos (Leica, Alemania). Se dejaron congelar durante al 
menos 24 horas a -20ºC y se seccionaron con el criotomo CM1950 (Leica), haciendo cortes de 10 µm de 
grosor. Los cortes se guardaron a -80ºC hasta su uso. 
10.2 Obtención de las sondas de ARNm antisentido. 
Una vez el inserto, con la secuencia de parte del ADNc del gen a analizar, ha sido amplificado y 
clonado en el vector pGEMT-Easy, se procedió a la síntesis de la sonda de ARNm antisentido. Se 
linealizaron 5 µg del plásmido utilizando la enzima apropiada y digiriendo durante toda la noche. El 
plásmido linearizado fue purificado con el kit de extracción QIAEX (Qiagen), siguiendo las indicaciones 
del fabricante. 
Para sintetizar las sondas marcadas con digoxigenina, se mezclaron 700 ng del plásmido 
linealizado, 1x DIG RNA labeling mix (Roche), 1x transcription buffer (Promega), 100 mM de DTT 
(Promega), 1µl de RNAsin inhibidor de la ARNasa (Promega), 40 unidades de T7 o SP6 ARN polimerasa 
(Promega) en un volumen final de 20 µl. Se incubó 2 horas a 37ºC y se paró la reacción añadiendo 1µl de 
EDTA 0.5M a pH 8.0. 
Las sondas fueron purificadas usando columnas G-50 Microspin (GE Healthcare), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Se confirmó la correcta síntesis de las sondas corriendo 2 µl de muestra 
en un gel de agarosa al 1.5%.  
10.3 Hibridación in situ. 
Los cortes se dejaron descongelar durante media hora a temperatura ambiente. Después fueron 
incubados con la sonda diluida 1/200 en medio de hibridación (50% formamida deionizada, 50% heparán 
sulfato, 1 mg/ml de ARNr y 1x Denhardt´s (Sigma-Aldrich)), durante toda la noche, a 65ºC y en 
humedad. 
Se hicieron dos lavados de 30 minutos con solución de lavado (50% de formamida, 1X de SSC y 
5 ml de Tween (Sigma-Aldrich)), a 65ºC y otros dos con 1x MABT (1x de Buffer de ácido maleico, 1% 
Tween y agua mili-Q) durante 30 minutos, a temperatura ambiente y con agitación. Los cortes fueron 
bloqueados en 1x MABT, 2% de medio de bloqueo (Boehringer, Alemania) y 20% de FBS, durante 1 
hora a temperatura ambiente. Después se incubó con el anticuerpo anti-DIG con actividad fosfatasa 
alcalina (Roche) diluido 1/2500 en 1x MABT, 20% de FBS, durante toda la noche. 
Al día siguiente, las muestras se lavaron 5 veces con 1x MABT, con agitación, cada lavado de 20 
minutos de duración. Después se lavaron 2 veces con NTMT (NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM, Tris-Cl 100 
mM a pH 9.5 y 10% Tween) durante 10 minutos y con agitación. Las muestras se tiñeron con 200 µl por 
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muestra de BM purple (Sigma-Aldrich), se cubrieron con parafilm y se dejaron incubar hasta que la 
tinción fue visible. Se paró la reacción sumergiendo las muestras en agua y se dejaron secar. Una vez 
secas, se procedió a su montaje. Las muestras fueron analizadas con un Estereomicroscopio Leica 
MZ12.5 (Leica Microsystems). 
11. Búsqueda de mutaciones. 
Se llevó a cabo una búsqueda de mutaciones en las regiones codificantes y las regiones de unión 
intrón-exón de los genes NPR2 y NPPC y del promotor de MATN1, en 242 pacientes con sospecha DLW 
y 95 con TBI, sin defectos en SHOX. 
11.1 Extracción de ADN. 
El ADN genómico utilizado fue extraído de la sangre periférica de los pacientes y controles 
utilizando el kit Blood Core (Qiagen) o Chemagic DNA extraction special (Chemagen, Perkin Elmer Inc, 
Alemania). 
11.2 High Resolution Melting (HRM). 
Esta técnica se basa en el análisis de comportamiento del ADN cuando es sometido a un proceso 
de desnaturalización por temperatura. Con el HRM podemos determinar la presencia de mutaciones en 
heterocigosis debido a que estas cambian la forma de la curva de fusión. Para poder visualizar los 
cambios utilizamos Green Plus
+
 (Biofire diagnostics, Salt Lake City, UT), un agente fluorescente que se 
une específicamente a ADN de doble banda. 
Previo al análisis por HRM, se llevó a cabo una PCR de amplificación. Se usaron las siguientes 
condiciones: 1X MegaMIXgold (Microzone, Reino Unido), 250 nM de cada oligonucleótido (Tabla 9, 
Anexo I), 20 ng de ADN genómico y 1X LC Green Plus
+
 (Biofire diagnostics) en un volumen total de 10 
μl. Se siguió el siguiente protocolo: 95ºC durante 5 minutos; 44 ciclos de: 94ºC durante 30 segundos, XºC 
durante 30 segundos y 72ºC durante 30 segundos; y un ciclo de: 72ºC durante 8 minutos, 94ºC durante 30 
segundos y 25ºC durante 30 segundos, donde X indica la temperatura de anillamiento (Tabla 9, Anexo I). 
Una vez las muestras han sido amplificadas, estás son analizadas usando un LightScanner HR96 
(Biofire diagnostics) que crea un gradiente de temperatura que provoca la desnaturalización progresiva 
del ADN, formando una curva de fusión, que es específica de cada secuencia. 
11.3 Secuenciación Sanger. 
Las muestras que mostraron curvas de fusión distintas a los controles fueron secuenciadas por el 
método Sanger. Se usó el terminador BigDye v3.1 (Applied Biosystems) con los mismos oligonucleótidos 
utilizados en la amplificación previa (Tabla 9, Anexo I). La mezcla de reacción consistió en: 1 μl de 
BigDye V3.1 (Applied Biosystems), oligonucleótido 0,5 µM y 1,5 μl de producto amplificado y 
purificado mediante EXO-SAP-IT (GE Healthcare), en un volumen final de 5 μl. Se siguió el siguiente 
protocolo: 3 minutos a 94ºC, 25 ciclos de: 96ºC durante 20 segundos, 55ºC durante 15 segundos y 60ºC 
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durante 4 minutos, y 5 minutos a 72ºC. Posteriormente, las muestras fueron purificadas mediante 
CleanSEQ (AgenCourt) y  secuenciadas con el secuenciador ABI13730XL (Applied Biosystems). 
11.4 Next generation sequencing (NGS). 
Para las muestras analizadas por NGS, se utilizó un panel de displasias esqueléticas 
(SkeletalSeq.V3) que nos permitió analizar 315 genes y regiones relacionadas con estas patologías. Se 
usó el kit de creación de librerías y enriquecimiento  SeqCap EZ (Roche Nimblegen) y las muestras 
fueron secuenciadas con la plataforma MiSeq (llumina Inc., San Diego, CA). El análisis bioinformático 
fue llevado a cabo por duplicado: por el departamento de bioinformática del INGEMM y por nuestro 
grupo, usando la herramienta Illumina variant Caller V2.1 (Illumina Inc.). Las variantes encontradas 
mediante NGS fueron posteriormente confirmadas mediante secuenciación Sanger. 
12. Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). 
Se utilizó la técnica de ELISA para medir los niveles de GMPc intracelulares de células en 
cultivo, y de CNP y GMPc en el plasma sanguíneo de los pacientes.  
Para obtener el plasma sanguíneo, se extrajo la sangre circulante de los pacientes y controles, y se 
recogió en tubos K2E EDTA (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ). Se centrifugó a 1.600 x g y 4ºC, 
durante 15 minutos. El plasma obtenido fue alicuotado y guardado a -80ºC. 
Para cultivos celulares, se sembraron células COS-7 en placas de 12 pocillos (Costar), a las 24 
horas fueron transfectadas. A las 48 horas, se las incubó durante 20 minutos con 100nM de CNP-22 
(Bachem, Suiza) o 1µM de BNP-32 (Bachem) en DMEM, durante 20 minutos. Inmediatamente después 
fueron lisadas con HCl 0,1M. Los lisados fueron centrifugados a 600 x g durante 10 minutos y los 
sobrenadantes fueron almacenados a -20ºC. 
Se analizaron los niveles de GMPc, usando el kit cGMP Complete ELISA kit (ENZO Life 
Sciences Inc, Farmingdale, NY); de CNP-22 usando el kit CNP-22 EIA (Phoenix Pharmaceuticals, 
Burlingame, CA) y de NT-proCNP usando el kit NT-proCNP ELISA (Biomedica Medizinprodukte, 
Austria); siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. Se hicieron al menos dos réplicas biológicas 
de cada experimento. 
13. Inmunocitoquímica. 
Para esta técnica se utilizaron células U2OS que sobreexpresan, de forma transitoria, NPR-B 
silvestre o los mutantes encontrados, y el marcador de retículo endoplasmático CALR (calreticulina) 
marcado con proteína roja fluorescente. Se sembraron un total de 65.000 células U2OS directamente en 
portaobjetos (BD Clontech, Mountain View, CA), se dejaron crecer durante 24 horas para después ser 
transfectadas. A las 24 horas, se extrajo el medio de cultivo y se lavaron con PBS Dulbecco (Biochrom 
AG) durante 5 minutos. A continuación se procedió a la fijación de las células con PFA al 4% disuelto en 
tampón fosfato 0,1M a pH 7.2, durante 20 minutos. Después se hicieron 3 lavados de 5 minutos con PBS. 
Las células fueron bloqueadas durante 30 minutos con tampón de bloqueo (1% de BSA (Sigma-Aldrich), 
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2,2% de glicina (Sigma-Aldrich) y 0,2% de Tween (Sigma-Aldrich) en PBS Dulbecco). Se incubaron con 
el anticuerpo primario Anti-HA (Sigma-Aldrich) a una concentración de 1/2000 diluido en BSA-Tween 
(1% BSA (Sigma-Aldrich), 0,2% Tween en PBS Dulbecco), durante toda la noche a 4ºC. Al día siguiente, 
las muestras fueron lavadas 3 veces con 0,2% Tween en PBS Dulbecco durante 5 minutos y fueron 
incubadas con el anticuerpo secundario, Alexa fluor 488 (Life Technologies) a una concentración de 
1/2000 durante 1 hora y en oscuridad. Después se realizaron 3 lavados de 5 minutos con 0,2% Tween en 
PBS en oscuridad. Se tiñeron los núcleos con diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich) durante 2 
minutos a 37ºC, en oscuridad y se repitieron los 3 lavados de 5 minutos. Por último, se montaron las 
muestras con DePeX (BDH, Merck Chemicals Ltd, Reino Unido). Todo el proceso fue llevado a cabo a 
temperatura ambiente y con agitación, salvo cuando sea indicado. Las muestras fueron visualizadas con 
un microscopio fluorescente Leica DM5500 B (Leica Microsystems). Se llevaron a cabo dos réplicas 
biológicas para cada mutante. 
14. Herramientas bioinformáticas. 
14.1 Análisis de la patogenicidad in silico. 
Se llevó a cabo un análisis de la patogenicidad in silico utilizando la herramienta Alamut V2.6-1 
software (Interactive Biosoftware, France), que compara los resultados obtenidos por cuatro bases de 
datos: 
 Mutation taster: utiliza un clasificador bayesiano basado en los datos de 1000genomes y  nombra cada 
variante como polimorfismo o patogénica y le da un valor de probabilidad de predicción (entre 0 y 1, 
cuanto mayor sea el valor, más seguridad tendrá la predicción) (http://www.mutationtaster.org/).  
 SIFT: estudia la conservación evolutiva de la variante y en base a eso le asigna una probabilidad, valores 
por <0,05 son clasificados como deletéreos y valores > que 0,05 como tolerados (http://sift.jcvi.org/). 
 PolyPhen: utiliza un clasificador bayesiano ingenuo que se basa en cómo encaja la variante en la 
secuencia de aminoácidos comparado con la secuencia de proteínas homólogas, cuanta diferencia hay 
entre la proteína con el cambio y la silvestre, y si el cambio afecta a un sitio hipermutable. Da a la 
variante un valor entre 0 y 1, las variantes con valores próximos a 0 serán clasificados benignas y las que 
tengan valores próximos a 1, como deletéreas (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). 
CADD v1.3 (Combined Annotation Dependent Depletion): Analiza todas los SNVs (Single nucleotide 
variants) descritas y las clasifica según su patogenicidad dándolas un valor entre 0 y 99, por ejemplo, el 
10% de las variables más patogénicas serán clasificadas con valores entre 10 y 20, el 1% entre 20 y 30, el 
0,1% entre 30 y 40, etc. Valores por debajo de 15 serán considerados como polimorfismos, entre 15 y 20 
como de significado incierto, y por encima de 20 como posiblemente deletéreos 
(http://cadd.gs.washington.edu/info). 
Por otro lado, Alamut V2.6-1 nos aporta datos sobre la conservación del aminoácido en diferentes 
especies de vertebrados.  
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14.2 Estudios de frecuencias poblacionales. 
Las frecuencias en la población de las variantes encontradas fueron determinadas utilizando la 
base de datos del Exome Aggregation Consortium (ExAc), que cuenta con los exomas de más de 60.000 
individuos de diferentes poblaciones. Para las regiones no codificantes se usó la base de datos 
1000genomes. 
14.1 Análisis estadísticos. 
Los análisis estadísticos llevados a cabo en este trabajo consistieron en Pruebas t de Student para 
dos variables independientes y se utilizó el programa SPSS 15.0 para Windows. Se consideró 





























1. Implicación de SHOX y SHOX2 en la regulación de la formación de la matriz 
extracelular de cartílago. 
Estudios previos han demostrado que SHOX puede regular la expresión de sus dianas mediante 
dos mecanismos, de forma directa, como es el caso de FGFR3, NPPB y Ctgf (Marchini et al. 2007; 
Decker et al. 2011; Beiser et al. 2014), o de forma indirecta, a través del trío SOX, como ocurre con Agc1, 
una proteína de la MEC de cartílago (Aza-Carmona et al. 2011).  
El trío SOX juega un papel fundamental en la regulación de las proteínas de la MEC, ya que se ha 
demostrado que es capaz de modificar la expresión de varios genes relacionados con ella, como son 
Comp, Matn1, Col2a1, Agc1, miR-140 y S100A1 (Lefebvre et al. 1998; Rentsendorj et al, 2005; Liu et al. 
2007; Saito et al. 2007; Han et al 2008; Yamashita et al. 2012). Recientemente, nuestro grupo observó 
que la sobreexpresión de SHOX provocaba una activación de la expresión de COMP, MATN1, COL2A1 y 
S100A1 mediante arrays de expresión en células U2OS (datos no publicados). Por lo tanto, existe la 
posibilidad de que SHOX regule dichos genes de forma directa o a través del trío SOX. 
Por otro lado, SHOX tiene un homólogo, SHOX2. Nuestro grupo demostró que SHOX y SHOX2 
pueden llevar a cabo funciones similares, ya que ambos son capaces de activar la expresión de Agc1 a 
través del trío SOX y NPPB de forma directa (Aza-Carmona et al. 2014). Además, estudios in vivo 
demostraron que Shox2 regula la expresión de varias proteínas de la MEC a través de los genes Bmp, 
como ocurre con Agc1 y Col2a1 (Bobick et al. 2012). Por lo tanto, es posible que SHOX también sea 
capaz de regular la expresión de los componentes de la MEC a través de los genes Bmp. 
1.1. Estudio del papel de SHOX y SHOX2 en la regulación de Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y 
S100A1 de forma directa. 
1.1.1 Estudio de la capacidad de SHOX y SHOX2 de regular la expresión de Comp, Matn1, 
Col2a1, miR-140 y S100A1. 
Se analizó el efecto de SHOX y SHOX2 en la regulación de los genes estudiados; para ello, el 
gen reportero de la luciferasa se dispuso bajo el control de la región reguladora de cada gen, y se buscaron 
diferencias entre células con y sin SHOX o SHOX2. Se observó que SHOX y SHOX2 son capaces de 
activar la expresión de Matn1, Col2a1 y S100A1 de forma significativa, pero no son capaces de activar 
Comp y miR-140  (Fig. 9). 
 1.1.2 Análisis de la capacidad de SHOX y SHOX2 de regular la expresión endógena de 
Comp, Matn1, Col2a1, miR-140, S100A1 y Agc1. 
Con la intención de confirmar los resultados obtenidos anteriormente, se realizó un estudio de la 
expresión endógena de los genes de interés en presencia o ausencia de SHOX; SHOX2; o sus mutantes, 
p.L132V y p.L155V respectivamente, que impiden que la proteínas lleve a cabo su función (Aza-
Carmona et al. 2011; 2014). Se midieron los niveles de expresión mediante PCR cuantitativa, utilizando 
ARN extraído de células mesenquimales de ratón, C3H/10T1/2. Los resultados indicaron que Matn1 y 
Comp muestran una diferencia significativa en su expresión en presencia de SHOX. En el caso de Matn1 
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se observó un nivel de expresión tres veces superior al de las células control. Sin embargo, ni el mutante 
de SHOX, p.L132V, ni SHOX2 silvestre o el mutante de SHOX2, p.L155V, son capaces de activar la 
expresión de Matn1 (Fig. 10A). En el caso de Comp, tanto SHOX silvestre, como con la mutación 
p.L132V activan su expresión, pero no SHOX2 silvestre ni su mutante (Fig. 10B). El resto de genes 
analizados: Col2a1, miR-140, S100a1 y Agc1 no muestran diferencia alguna en su expresión, tanto en 
presencia de SHOX, como de SHOX2 (Fig. 10). La correcta sobreexpresión de SHOX, SHOX2 y sus 
mutantes fue confirmada mediante la misma técnica (Fig. 11, Anexo I). 
 
Figura 9. Estudio de la capacidad de SHOX y SHOX2 de regular la expresión de Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y 
S100A1.  Análisis de la activación de los promotores de Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y S100A1 en presencia de SHOX (A) o 
SHOX2 (B) mediante ensayo de luciferasa en células U2OS. Se utilizaron vectores pGL3Basic en los que el gen reportero de la 
luciferasa se encuentra bajo el control de las diferentes regiones reguladoras de los genes de interés. Al mismo tiempo, se 
transfectó con vectores de expresión pcDNA3.1 de SHOX o SHOX2 y con el vector de luciferasa pRL-SV40, que contiene el 
promotor del virus SV40, como control de transfección. Los valores representan la media +/- DE de tres réplicas biológicas y se 
muestran en unidades relativas de luciferasa, que se obtienen al llevar a cabo una doble normalización de los valores crudos, 
contra el control de transfección y contra las células transfectadas únicamente con el vector de expresión vacío (pcDNA3.1). Los 
dos asteriscos indican los valores con diferencias significativas con respecto a las células transfectadas con el vector vacío 
(p<0.01). SHOX y SHOX2 activan la expresión de Matn1, Col2a1 y S100A1 de forma directa. 
1.2 Caracterización del papel de Shox2 en la regulación de la expresión de Comp, Matn1, miR-140, 
S100a1 y Agc1, in vivo. 
 Cabe destacar que SHOX no tiene homólogo en ratón por lo tanto solo se ha podido caracterizar el 
papel de Shox2 in vivo. Estudios previos demostraron que Shox2 regula la expresión de varias proteínas 
características de la MEC de cartílago in vivo, entre ellas Col2a1 y Agc1 (Bobick et al. 2012). Para ello 
utilizaron cultivos de micromasa de células obtenidas de los miembros en desarrollo de dos ratones 
knock-out condicionales de Shox2: Col2a1-Cre(Shox2), que knockea Shox2 exclusivamente en cartílago 




Figura 10. Análisis de la capacidad de SHOX y SHOX2 de regular la expresión endógena de Matn1, Comp, Col2a1, miR-
140, S100a1 y Agc1. Comparación, mediante PCR cuantitativa, de los niveles de expresión de los genes Matn1 (A), Comp (B), 
Col2a1 (C), miR-140 (D), S100a1 (E) y Agc1 (F) entre células C3H10T1/2 de ratón transfectadas con el vector de expresión 
(pcDNA3.1) de SHOX; de SHOX2; de sus mutantes, p.L132V y p.L155V respectivamente; o el vector vacío. Los valores de 
expresión relativa se han obtenido mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica 
representativa de las tres realizadas. Los resultados que muestran diferencias significativas con respecto al vector vacío aparecen 
marcados con dos asteriscos (p<0.01). SHOX activa la expresión endógena de Matn1. 
1.2.1 Análisis de la expresión de Comp, Matn1, miR-140 y S100a1 en cultivos de micromasa con 
células de extremidades en desarrollo de ratón.  
Con el fin de analizar si los genes Comp, Matn1, miR-140 y S100a1 también están regulados por 
Shox2 a través de Bmp, se estudió su expresión en cultivos de micromasa de miembros en desarrollo de 
ratones knock-out Col2a1-Cre(Shox2) y Prrx1-Cre(Shox2) y ratones control de la misma camada, es decir 
que expresan Shox2 (E12.5 (días post coito)). Se observó que Comp y miR-140 muestran un aumento de 
la expresión en ratones Col2a1-Cre(Shox2) (Fig. 12A) y disminución en Prrx1-Cre(Shox2) respecto a los 
ratones control (Fig. 12B), al igual que lo descrito previamente para Col2a1 y Agc1 (Bobick et al. 2012). 
Por otro lado, Matn1 no muestra diferencias significativas (Fig. 12). S100a1 presentó unos niveles de 




Figura 12. Análisis de las diferencias de expresión de Comp, Matn1 y miR-140 en ratones knock-out para Shox2. 
Comparación mediante PCR cuantitativa de los niveles de expresión de los genes Comp, Matn1 y miR-140 en cultivos de 
micromasa de miembros en desarrollo de ratones knock-out de Shox2 (E12.5). Se buscaron diferencias de expresión entre los 
ratones mutantes para Shox2: Prrx1-Cre (A) o Col2a1-Cre (B) y controles de la misma camada. Los valores de expresión relativa 
se obtuvieron mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de las tres réplicas biológicas realizadas. 
Los resultados que muestran diferencias significativas con respecto al control aparecen marcados con asteriscos (* para p<0,05 y 
**  para p<0.01). La expresión de Comp y miR-140 aumenta en los miembros de ratones Prrx1-Cre y disminuye en los de ratones 
Col2a1-Cre. 
1.2.2 Estudio del patrón de expresión de Comp, Matn1 y Agc1, en extremidades en desarrollo de 
ratones knock-out de Shox2. 
Se analizó el patrón de expresión de Comp, Matn1 y Agc1 en cortes de miembros superiores de 
ratón, concretamente húmeros, en distintas etapas de desarrollo, E13.5 y E14.5, mediante hibridación in 
situ. Se utilizaron ratones silvestre y los dos modelos knock-out descritos anteriormente: Col2a1-
Cre(Shox2) y  Prrx1-Cre(Shox2). 
Los resultados muestran que, tanto en el ratón silvestre E13.5, como en el E14.5, Comp se 
expresa en el centro de la diáfisis del húmero, donde se localizan los condrocitos prehipertróficos, y en el 
periostio (Fig. 13A). Matn1 y Agc1 se expresan de forma homogénea por todo el húmero tanto en E13.5 
como en E14.5 (Fig. 13A). Se comparó el patrón de expresión del ratón silvestre y el ratón Col2a1-
Cre(Shox2) y se observó que no presentan diferencias en la expresión de Comp, Matn1 y Agc1  en E13.5 
ni en E14.5 (Fig. 13A). También se analizó el patrón de expresión del ratón Prrx1-Cre(Shox2) con 
respecto al silvestre. Se observó que Comp se expresa exclusivamente en el periostio del húmero en 
formación en el ratón Prrx1-Cre(Shox2) y está ausente en los condrocitos hipertróficos, tanto en  E13.5, 
como en E14.5 (Fig. 13). Matn1 y Agc1 muestran una expresión uniforme a lo largo de todo el húmero y 
no presentan diferencias de expresión entre el ratón Prrx1-Cre(Shox2) y el silvestre en ninguna de las 
etapas de desarrollo estudiadas (Fig. 13B). 
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1.3 Análisis del papel de SHOX y SHOX2 en la regulación de la expresión de Comp, Matn1, Col2a1, 
miR-140 y S100A1 a través del trío SOX (forma indirecta). 
 Previamente se demostró que SHOX y SHOX2 interaccionan con SOX5 y SOX6, que junto a 
SOX9 forman el trío SOX, y como consecuencia de dicha interacción son capaces de activar al expresión 
de Agc1 (Aza-Carmona et al., 2011; 2014). El trío SOX también regula la expresión de otros genes 
relacionados con la MEC de cartílago, como son Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y S100A1, por lo tanto, 
es posible que SHOX y SHOX2 sean capaces de regular su expresión a través del trío SOX. 
1.3.1 Estudio de la capacidad de SHOX de regular la expresión de Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 
y S100A1  a través del trío SOX. 
Se llevó a cabo un ensayo de luciferasa en células U2OS, en el que se analizaron los cambios en 
la activación de los genes de interés, en células que sobreexpresan distintas combinaciones de SOX6; 
SOX9; SHOX o sus mutantes, p.L132V, p.R153L, p.A170P y p.R280P. Los mutantes de SHOX 
p.L132V, p.R153L y p.A170P afectan al homedominio, y han sido encontrados en pacientes con DLW 
(Grigelioniene et al. 2000 y Shears et al. 2002), el mutante p.R280P afecta al domino de transactivación, 
OAR, y no ha sido descrito en ningún paciente, pero afecta a un aminoácido altamente conservado. 
Posteriormente a su diseño, se encontró un cambio que afecta al mismo aminoácido, p.R280L, en un 
paciente con TBI (Hirschfeldova et al. 2012) (Tabla 10). Se ha demostrado que SOX5 y SOX6 tienen un 
papel redundante, por lo tanto, en nuestros experimentos solo se utilizó SOX6 (Smits et al. 2001 y Aza-
Carmona et al. 2011; 2014). 
Tabla 10. Resumen de las características de los mutantes de SHOX utilizados en los ensayos de luciferasa. 
* La mutación A170P también afecta a la señal de localización nuclear, impidiendo la correcta exportación de SHOX al núcleo 
(Sabherwal et al. 2004). Los símbolos indican una activación o unión: ausente (-), débil (+/-), moderada (+) y fuerte (++). ND: no 
determinado. Homodim.: Homodimerización. HD: Homeodominio. OAR: dominio de transactivación. Los porcentajes de unión 
a SOX6, homodimerización y activación de Agc1, se dan respecto a los obtenidos con SHOX silvestre (100%) (Grigelioniene et 
al. 2000, Shears et al. 2002 y Aza-Carmona et al. 2011).  











% de activación 
de Agc1 
(1) p.L132V HD + 0% 20% +/- 20% 
(2) p.R153L HD + 100% 40% ++ 100% 
(3) p.A170P HD* - 0% 0% - ND 




Figura 13. Estudio del patrón de expresión de Comp, Matn1 y Agc1, en miembros en desarrollo de embriones de ratón. Se utilizaron dos ratones knock-out: Col2a1-Cre(Shox2) (A) y Prrx1-
Cre(Shox2) (B). Se Analizaron las diferencias en el patrón de expresión de Comp, Matn1 y Agc1 entre los miembros en desarrollo (húmero), de ratones sin Shox2 y ratones silvestres. Se utilizó la 
técnica de hibridación in situ y se estudiaron fetos de dos etapas diferentes de desarrollo, E13.5 (a-f e i-vi) y E14.5 (g-l y vii-xii). El gen Comp muestra un patrón de expresión diferente al normal en 
miembros en desarrollo de embriones de ratón Prrx1-Cre(Shox2). 
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 Se observó que SOX9 activa la expresión de Comp y S100A1 y que esta activación se incrementa 
de forma moderada al sobreexpresar también SOX6, y en gran medida al sobreexpresar SOX9, SOX6 y 
SHOX juntos. Este gran aumento no se observó con los tres de los mutantes de SHOX localizados en el 
homedominio: p.L132V (1), p.R153L (2), p.A170P (3) pero sí con el mutante del OAR, p.R280P (4) (Fig. 
14A y 14B). En el caso de Matn1 ocurre algo parecido, SOX9 aumenta la activación, y SOX6 junto con 
SHOX hacen que esa activación se incremente. Sin embargo, todos los mutantes de SHOX provocan una 
reducción en su activación (Fig. 14C). Por otro lado, Col2a1 se activa en presencia del trío SOX, pero la 
presencia de SHOX no provoca un incremento significativo de esa activación (Fig. 14D). En cuanto a 
miR-140, SOX9 no es capaz de activar la expresión por sí solo, pero sí junto a SOX6, esta activación se 
ve aumentada al sobreexpresar SHOX silvestre y SHOX con las mutaciones p.R153L (2) y p.R280P (4), 
pero no con p.L132V (1) y p.A170P (2) (Fig. 14E).  
Se obtuvieron resultados idénticos al sobreexpresar SHOX2 y sus mutantes, en lugar de SHOX. 
Se utilizaron dos mutantes de SHOX2: p.L155V, localizado en el homedominio, y p.Q234X, en el que el 
domino OAR está totalmente ausente (Fig.15). 
1.3.2 Análisis de la capacidad de SHOX de regular la expresión endógena de Comp, Matn1, 
Col2a1, miR-140, S100A1 y Agc1, a través del trío SOX. 
Para confirmar los resultados obtenidos mediante luciferasa, se llevó a cabo un análisis de la 
expresión endógena de los genes de interés en presencia de distintas combinaciones de SOX6, SOX9, 
SHOX y el mutante de SHOX, p.L132V. Se utilizó la técnica de PCR cuantitativa con ARN extraído de 
células mesenquimales C3H/10T1/2. Los resultados demuestran que la expresión de Matn1 aumenta unas 
16 veces en presencia del trío SOX y que esta activación aumenta el doble al sobreexpresar también 
SHOX silvestre, pero no con la mutación p.L132V (Fig. 16A). El resto de genes analizados, Comp, 
Col2a1, miR-140, S100a1 y Agc1 no muestran diferencias significativas (Fig. 16). Se confirmó la 
sobreexpresión de SHOX, SOX6 y SOX9 mediante la misma técnica (Fig. 17; Anexo I). 
1.4 Análisis del papel de SHOX en la regulación de la expresión de Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y 
S100A1 a través de BMP. 
 Estudios previos en ratón demostraron que Shox2 es capaz de regular la expresión de Col2a1 y 
Agc1 a través de Bmp2 y Bmp4 (Bobick et al. 2012). Nos planteamos la posibilidad de que Bmp2 y 
Bmp4 también estén implicadas en la regulación de la expresión de Comp, Matn1, miR-140 y S100A1. 
1.4.1 Estudio de la capacidad de BMP2 de regular la expresión de Comp, Matn1, miR-140 y 
S100A1. 
Se analizó la expresión de dichos genes en presencia de BMP2 o de Nog (Noggin), su agonista, 
que bloquea su inducción, durante diferentes periodos de tiempo de incubación: 24, 48, 72 y 96 horas. El 
estudio se realizó en células C3H/10T1/2 indiferenciadas de ratón, que como respuesta a la estimulación 
por BMP2 comenzaron a diferenciarse en condrocitos. Se vio que Col2a1, miR-140 y Sox9 aumentan su 
expresión de forma gradual en el tiempo en presencia de BMP2, pero no de Nog (Fig. 18). Por otro lado, 
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S100a1 muestra un ligero aumento de la expresión a las 72 y 96 horas, tanto en presencia de BMP2 como 
de Nog (Fig. 18B). El resto de genes, Comp, Matn1 y Agc1, y Shox2, no muestran respuesta alguna a la 
estimulación por parte de BMP2 o Nog (Fig. 18A). 
 
 
Figura 14. Caracterización del efecto de SHOX en la regulación de la expresión de Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y 
S100A1, llevada a cabo por el trío SOX. Análisis de los cambios en los niveles de expresión de Comp (A), S100A1 (B), Matn1 
(C), Col2a1 (D) y miR-140 (E) mediante ensayo de luciferasa en células U2OS, que fueron transfectadas con  distintas 
combinaciones de vectores de expresión (pcDNA3.1) de SOX6, SOX9 y SHOX o sus mutantes: p.L132V (1), p.R153L (2), 
p.A170P (3) y p.R280P (4). Además, se transfectó con el vector  de luciferasa pRL-SV40 como control de transfección. Los 
valores representan la media +/- DE de tres réplicas biológicas y se muestran en unidades relativas de luciferasa. Los resultados 
que muestran diferencias significativas aparecen señalados con asteriscos (* para p<0,05 y ** para p<0.01). SHOX regula la 




Figura 15. Caracterización del efecto de SHOX2 en la regulación de la expresión de Comp, Matn1, Col2a1, miR-140 y 
S100A1, llevada a cabo por el trío SOX. Análisis de los cambios en los niveles de expresión de Comp (A), S100A1 (B), Matn1 
(C), Col2a1 (D) y miR-140 (E) mediante ensayo de luciferasa en células U2OS, que fueron transfectadas con  distintas 
combinaciones de vectores de expresión (pcDNA3.1) de SOX6, SOX9, SHOX2 o sus mutantes: p.L155V (1) y p.Q234X (2). 
Además, se transfectó con el vector de luciferasa pRL-SV40 como control de transfección. Los valores representan la media +/- 
DE de tres réplicas biológicas y se muestran en unidades relativas de luciferasa. Los resultados que muestran diferencias 
significativas aparecen señalados con asteriscos (* para p<0,05 y ** para p<0.01). SHOX2 regula la expresión de Comp, Matn1, 
miR-140 y S100a1 a través del trío SOX. 
1.4.2 Estudio de la capacidad de SHOX y SHOX2 de regular la expresión de Comp, Matn1, 
Col2a1, miR-140 y S100A1, a través de BMP. 
Debido a la alta homología que existe entre SHOX y SHOX2 y a que ambas podrían llevar a cabo 
las mismas funciones, es posible que SHOX también sea capaz de regular la expresión de los genes que 
codifican proteínas características de la MEC a través de Bmp2 o Bmp4. Con la intención de 
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comprobarlo, se analizaron los niveles de expresión de Bmp2 y Bmp4, en células C3H/10T1/2 que 
sobreexpresan SHOX silvestre, o mutante (p.L132V) y SHOX2 silvestre o mutante (p.L155V). Se 
concluyó que la presencia de SHOX o SHOX2 no provoca ninguna variación en la expresión endógena de 
Bmp2 (Fig. 19A), ni Bmp4 (Fig. 19B). 
 
Figura 16. Análisis de la capacidad del SHOX de regular la expresión endógena de Matn1, Comp, Col2a1, miR-140, 
S100a1 y Agc1 a través del Trío SOX. Comparación, mediante PCR cuantitativa, de los niveles de expresión de los genes 
Matn1 (A), Comp (B), Col2a1 (C), miR-140 (D), S100a1 (E) y Agc1 (F) entre células 10T1/2 de ratón transfectadas con distintas 
combinaciones de vectores de expresión (pcDNA3.1) de SOX6, SOX9, SHOX y su mutante p.L132V. Los valores de expresión 
relativa se han obtenido mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica representativa de 
las tres realizadas. Los resultados que muestran diferencias significativas aparecen marcados con dos asteriscos (p<0.01). El trío 
SOX aumenta la expresión endógena de Matn1 llevada a cabo por SHOX. 
 El trío SOX puede ser necesario para que SHOX lleve a cabo su regulación a través de BMP. Para 
demostrarlo se llevó a cabo un análisis de los cambios en la expresión de Bmp2 y Bmp4 en células 
C3H/10T1/2, en presencia de distintas combinaciones de SOX6, SOX9, SHOX y su mutante, p.L132V. 
Se observó que la presencia tanto del trío SOX por sí solo, como junto a SHOX no afecta a la expresión 




Figura 18. Determinación de la capacidad de BMP2 de regular la expresión de los genes estudiados. Análisis de los niveles 
de expresión de los genes Comp, Matn1, Col2a1 y Agc1 (A); y miR-140, S100a1, Sox9 y Shox2 (B); mediante PCR cuantitativa, 
en células 10T1/2 de ratón que han sido estimuladas con BMP2 durante diferentes periodos de tiempo: 24, 48, 72 y 96 horas. En 
cada periodo, se comparó la expresión de células sin ningún estímulo, estimuladas con BMP2 y que habían estado expuestas a 
BMP2 24 horas y posteriormente  a su agonista, Noggin, hasta su lisis. Los valores de expresión relativa se han obtenido 
mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica representativa de las tres realizadas. 
BMP2 activa la expresión de Col2a1, miR-140, S100a1 y Sox9. 
1.5 Análisis de la capacidad de SHOX de regular la expresión durante la condrogénesis. 
 Existe la posibilidad de que SHOX necesite otros factores a parte del trío SOX para poder regular 
la expresión de los genes de la MEC de cartílago. Estos factores pueden ser exclusivos de las células 






Figura 19. Estudio de la capacidad de SHOX de regular la expresión endógena de Bmp2 y Bmp4. Comparación, mediante 
PCR cuantitativa, de los niveles de expresión de los genes Bmp2 (A) y Bmp4 (B) en células 10T1/2 transfectadas con el vector de 
expresión (pcDNA3.1) de SHOX, SHOX2 o sus mutantes p.L132V y p.L155V respectivamente, y el vector pcDNA3.1 vacío. 
Los valores de expresión relativa se han obtenido mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de 
una réplica representativa de las tres realizadas. SHOX y SHOX2 no activan la expresión de Bmp2 ni Bmp4 en células 
mesenquimales. 
 
Figura 20. Análisis de la capacidad del trío SOX de regular la expresión endógena de Bmp2 y Bmp4. Comparación, 
mediante PCR cuantitativa, de los niveles de expresión de los genes Bmp2 (A) y Bmp4 (B) en células 10T1/2 de ratón que 
sobreexpresan distintas combinaciones de SOX6, SOX9, SHOX y su mutante, p.L132V. Los valores de expresión relativa se han 
obtenido mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica representativa de las tres 
realizadas. El trío SOX no afecta a la expresión de Bmp2 ni Bmp4 en células mesenquimales. 
1.5.1 Estudio de la capacidad de SHOX de regular la expresión de Comp, Matn1, Col2a1, Agc1,  
miR-140 y S100a1 durante la condrogénesis. 
Se analizó la expresión de los genes citados en células mesenquimales indiferenciadas que fueron 
previamente estimuladas con BMP2 para inducir su condrogénesis (Lengner et al. 2004), o con Noggin, 
su agonista (Bobick et al. 2012). Se buscaron diferencias entre las células que fueron transfectadas con el 
vector de expresión de SHOX o con el mismo vector vacío y que habían sido estimuladas con BMP o 
Noggin durante 72 (Fig. 21A) o 96 horas (Fig. 21B). Los resultados demostraron que la presencia de 
SHOX en células que están diferenciándose a condrocitos produce una variación de la expresión de varios 
de los genes estudiados. Se observó que SHOX incrementa en dos veces la expresión de Matn1 
independientemente de BMP2 (Fig. 21A). Dicho aumento no se da cuando bloqueamos la acción de 
BMP2 sustituyéndolo por Noggin (Fig. 21A), ni tampoco a las 96 horas (Fig. 21B). Por otra parte, SHOX 
aumenta la expresión de Comp, pero únicamente a las 72 horas y en células que no han sido tratadas con 
BMP2 ni Noggin (Fig. 21). La expresión de S100a1, se ve aumentada en presencia de SHOX, pero sin 
BMP2 o Nog, a las 96 horas exclusivamente (Fig. 21B). El resto de genes no muestran variaciones en la 




Figura 21. Estudio de la capacidad de SHOX de regular la expresión endógena de Comp, Matn1, Col2a1, S100a1, miR-140 
y Agc1, durante la condrogénesis. Análisis de los niveles de expresión de los genes citados en células 10T1/2 mesenquimales 
de ratón que han sido estimuladas con BMP2, que induce la condrogénesis, durante 72 (A) y 96 horas (B). En cada periodo, se 
comparó la expresión de células tranfectadas con SHOX o el vector vacío (sin SHOX, pcDNA3.1), que habían sido estimuladas 
con BMP2 o su agonista, Nog (Noggin), hasta su lisis. Los valores de expresión relativa se han obtenido mediante el método de 
las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica representativa de las tres realizadas. La presencia de SHOX no 
varía la expresión endógena de Comp, Matn1, Col2a1, S100a1, miR-140 y Agc1 en células en condrogénesis. 
1.5.2 Estudio de la capacidad de SHOX de regular la expresión de Bmp2 y Bmp4 durante la 
condrogénesis. 
Puede ser que SHOX requiera otros factores exclusivos de los condrocitos, para poder regular la 
expresión de Bmp2 y Bmp4. Para comprobarlo, se llevó a cabo un análisis de la expresión de Bmp2 y 
Bmp4 en células 10T1/2 transfectadas con el vector de expresión de SHOX o con el vector vacío, que 
fueron estimuladas con BMP2 o con Noggin, durante 72 o 96 horas. Se observó que SHOX no es capaz 





Figura 22. Estudio de la capacidad de SHOX de regular la expresión endógena de Bmp2 y Bmp4, durante la 
condrogénesis. Análisis de los niveles de expresión de Bmp2 (A) y Bmp4 (B) en células 10T1/2 mesenquimales de ratón que han 
sido estimuladas con BMP2, durante 72 y 96 horas. En cada periodo, se comparó la expresión de células tranfectadas con SHOX 
o el vector vacío (pcDNA3.1), que habían sido estimuladas con BMP2 o su agonista, Nog (Noggin), hasta su lisis. Los valores de 
expresión relativa se han obtenido mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica 
representativa de las tres realizadas. La presencia de SHOX no varía la expresión endógena de Bmp2 ni Bmp4 en células en 
condrogénesis. 
1.6 Profundización en el estudio del papel de SHOX en la regulación de la expresión de Matn1. 
Se realizaron una serie de experimentos el objetivo de confirmar y caracterizar la capacidad de 
SHOX de regular la expresión de Matn1.  
1.6.1 Confirmación de la capacidad de SHOX de regular la expresión de Matn1 de forma directa. 
 Se llevó a cabo un ensayo de luciferasa en células U2OS y se compararon los niveles de 
activación del promotor de Matn1 silvestre, el promotor con las mutaciones Pe1M1 e IneM2 por 
separado, o el doble mutante (Pe1M1 + IneM2), en presencia de SHOX. Ambos mutantes afectan a 
distintos sitios de unión de SOX9 y, por tanto, del trío SOX, impidiendo que lleve a cabo su regulación 
(Rentsendorj et al. 2005) (Fig. 23A y 23B). Se observó que SHOX es capaz de activar tanto el promotor 
silvestre, como los que presentan el cambio Pe1M1 o IneM2, o el doble mutante (Fig. 23C). 
 Además, se analizó el efecto de las mutaciones Pe1M1 e IneM2 en la activación llevada a cabo 
por SHOX junto al trío SOX. Para ello, se llevó a cabo un ensayo de luciferasa en células U2OS que 
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sobreexpresaban distintas combinaciones de las proteínas SOX6, SOX9 y SHOX, con el promotor de 
Matn1 silvestre o con las variantes Pe1M1 e IneM2. Se observó que la presencia de la mutación Pe1M1 
provoca una reducción de la activación por parte, tanto del trío SOX por sí solo, como del trío SOX junto 
con SHOX. Esta reducción es aún mayor cuando el promotor de Matn1 contiene las dos variantes al 
mismo tiempo, Pe1M1 e IneM2 (Fig. 23D). Curiosamente, el promotor con el cambio de IneM2 
exclusivamente, presenta unos niveles de activación mayores que el promotor silvestre (Fig. 23D). 
1.6.2 Delimitación de la región de regulación de SHOX en el promotor de Matn1. 
 Una vez demostrada la regulación de Matn1 por parte de SHOX de forma directa e indirecta, se 
intentó identificar las regiones del promotor de Matn1 implicadas en dicha regulación. Se realizó una 
búsqueda de posibles sitios de unión de SHOX, es decir, secuencias palindrómicas como P3: 5´-
TAATNNNATTA-3´ a las que SHOX se une de forma preferente (Rao et al. 2001). Se encontraron dos 
sitios imperfectos: Un elemento P5 entre las bases -1033 y -1020 (5´-TAATNNNNNATGA-3´) y un 
elemento P4 entre -918 y -906 (5´-TAATNNNNATTT-3´). Se realizó un ensayo de luciferasa en células 
U2OS, en el que se compararon los niveles de activación mediada por SHOX, de fragmentos de distinto 
tamaño del promotor de Matn1. Los resultados indican que todos los fragmentos, incluidos los que no 
contienen los posibles sitios de unión de SHOX P4 y P5, muestran activación en presencia de SHOX (Fig. 
24). Por lo tanto, el fragmento menor del promotor de Matn1, de -478 a +54 pb, que contiene los sitios de 
unión del trío SOX Pe1 e Ine, es el único necesario para que SHOX active la expresión de Matn1. 
1.6.3 Análisis de la capacidad de SHOX de regular la expresión del promotor de MATN1 
humano. 
 Como los experimentos anteriores fueron realizados utilizando el promotor de Matn1 de pollo, se 
analizó la capacidad de SHOX de activar el promotor de MATN1 humano. Se llevó a cabo un ensayo de 
luciferasa en células U2OS en las que el gen reportero de la luciferasa se encontrada bajo el control del 
promotor de MATN1. Las células fueron transfectadas con distintas combinaciones de vectores de 
expresión de SOX6; SOX9 y SHOX o los mutantes de SHOX: p.L132V, p.R153L, p.A170P y p.R280P. 
Se concluyó que SHOX y SOX9 por sí solos activan ligeramente la expresión de MATN1 y que SHOX 
junto al trío SOX provocan una activación mucho mayor, unas ocho veces más que los niveles basales. 
Esta activación se ve reducida cuando están presentes los mutantes de SHOX p.L132V, p.R153L y 





Figura 23. Confirmación de la capacidad de SHOX de activar el promotor de Matn1 de forma directa. (A) Esquema del 
vector utilizado en el ensayo de luciferasa que incluye el promotor de Matn1, con las regiones Pe1 e Ine. (B) Secuencia consenso 
del promotor de Matn1 y sus mutantes, Pe1M1 e IneM2. Los nucleótidos que varían en cada mutante aparecen marcados en rojo 
y los sitios de unión de Sox9 marcados con asteriscos. (C) Análisis de la capacidad de SHOX de activar el promotor de Matn1 
silvestre, Pe1M1 o IneM2 mediante ensayo de luciferasa. (D) Estudio de las diferencias en la activación entre el promotor de 
Matn1 silvestre o con los cambios estudiados en presencia de distintas combinaciones de SHOX, SOX6 y SOX9, mediante 
ensayo de luciferasa en células U2OS. Los valores representan la media +/- DE de tres réplicas biológicas y se muestran en 
unidades relativas de luciferasa. Los valores que muestran diferencias significativas entre mutantes y el silvestre aparecen 
señalados con dos asteriscos (p<0.01). Las mutaciones de Pe1M1 e IneM2 afectan a la activación llevada a cabo por el Trío SOX, 




Figura 24. Análisis de las regiones necesarias para la activación llevada por parte de SHOX del promotor de Matn1 
dependiente de SHOX. Se llevó a cabo un ensayo de luciferasa en células U2OS de las regiones clave para la regulación del 
promotor de Matn1 llevada a cabo por SHOX. Se compararon las diferencias de activación entre células transfectadas con el 
vector de expresión de SHOX o el vector vacío (pcDNA3.1), en células con el gen reportero de luciferasa bajo el control de 
fragmentos de distinto tamaño del promotor de Matn1. Se usó el vector pSV40 como control de transfección. En verde se 
muestran los posibles sitios de unión de SHOX y en rojo los descritos para el trío SOX (Nagy et al. 2011). Los valores 
representan la media +/- DE de tres réplicas biológicas y se muestran en unidades relativas de luciferasa. Los resultados que 
muestran diferencias significativas con respecto a las células transfectadas con el vector vacío (pcDNA3.1) aparecen marcados 
con dos asteriscos (p<0.01). La región entre -478 y +54 pb es necesaria para que SHOX active el promotor de Matn1. 
 
Figura 25. Análisis de la capacidad de SHOX de regular la expresión del promotor de MATN1 humano. Análisis de los 
cambios de los niveles de expresión de MATN1 mediante ensayo de luciferasa en células U2OS, que fueron transfectadas con  
distintas combinaciones de vectores de expresión de SOX6; SOX9 y SHOX o sus mutantes: p.L132V (1), p.R153L (2), p.A170P 
(3) y p.R280P (4). Además, se transfectó con el vector pSV40 como control de transfección. Los valores representan la media +/- 
DE de tres réplicas biológicas y se muestran en unidades relativas de luciferasa. Los resultados que muestran diferencias 
significativas aparecen señalados con dos asteriscos (p<0.01). SHOX regula la expresión de MATN1 de forma directa y a través 
del trío SOX. 
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1.7 Búsqueda de defectos en el promotor de MATN1 en una cohorte de pacientes con DLW. 
 Defectos en el promotor de MATN1 podrían provocar cambios en la regulación de la expresión 
llevada a cabo por SHOX, y por tanto, influir en el fenotipo presentado por pacientes con sospecha de 
DLW o TBI sin defectos en SHOX. Se buscaron alteraciones en el promotor de MATN1, en la región 
equivalente a la de -478 a +54 pb del promotro de Matn1 de pollo, en una cohorte de 242 pacientes con 
sospecha de DLW y 95 con TBI, ambos sin defectos en SHOX/PAR1. 
 Se encontró un cambio, c.-199C>T, en heterocigosis (Fig. 26), que se localiza entre las regiones 
de interacción del trío SOX, Pe1 e Ine. El cambio fue encontrado en una paciente española, de 19 años de 
edad, que fue clasificada como posible DLW. La paciente presenta talla baja (-2,5 DE) y extremidades 
proporcionadas, con valores de E/T (1,00) y TS/T (0,53) normales. Presenta incurvación del cúbito y el 
radio, con triangulación epifisaria. Se analizó a sus familiares y se observó que la madre presenta también 
el cambio. Aunque la madre y el padre presentan talla baja, la madre tiene además antecedentes familiares 
de talla baja (Fig. 26). El cambio no ha sido descrito previamente y su presencia ha sido descartada en 
264 individuos con talla normal de origen español y en la base de datos 1000genomas.  
 
Figura 26. Análisis de la variante c.-199C>T del promotor de MATN1. (A) Curvas de fusión obtenidas por HRM del índice, 
II.1 (rojo), sus familiares, I.1 y I.2 (verde para el padre y azul para la madre) y muestras control (gris). (B) Electroferograma 
obtenido de la secuenciación del promotor de MATN1 del índice con el cambio c.-199C>T y sus familiares. (C) Análisis de 
cosegregación de la variante con el fenotipo. El color gris indica TBI y el negro fenotipo similar a DLW. Bajo cada individuo se 
indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. El índice y su madre presentan la variante c.-
199C>T. 
1.7.1 Análisis funcional del cambio c.-199C>T, encontrado en el promotor de MATN1. 
 Se intentó demostrar la patogenicidad del cambio c.-199C>T, encontrado en el promotor de 
MATN1. Para ello, se llevó a cabo un ensayo de luciferasa en células U2OS, en el que se compararon las 
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diferencias de activación entre el promotor de MATN1 silvestre y con el cambio c.-199C>T, en presencia 
de SHOX y el trío SOX. Se concluyó que, ni la activación por parte de SHOX o SOX9 individualmente, 
ni la de SOX6 junto con SOX9 (trío SOX) se ven afectadas por el cambio c.-199C>T. Sin embargo, se 
observó una reducción significativa en la activación del promotor mutado cuando las células 
sobreexpresan SHOX y el trío SOX al mismo tiempo (Fig. 27A). 
 Para validar este resultado, se crearon dos mutantes adicionales, c.-199C>A y c.-198-196del, que 
afectan al mismo nucleótido que el cambio encontrado (Fig. 27B). Se analizó su actividad mediante el 
mismo ensayo, comparando las variaciones en la activación de cada promotor mutado con respecto al 
promotor silvestre, en presencia de distintas combinaciones de SHOX, SOX6 y SOX9. Se observó que las 







Figura 27. Análisis funcional del cambio del promotor de MATN1 de c.-199C>T. (A) Estudio de las diferencias de 
regulación entre el promotor de MATN1 silvestre y con el cambio c.-199C>T en presencia de distintas combinaciones de SHOX 
silvestre, SHOX con la mutación p.A170P, SOX6 y SOX9, mediante ensayo de luciferasa. (B) Secuencia consenso del promotor 
de MATN1 silvestre, del cambio encontrado c.-199C>T y de las construcciones creadas para demostrar su patogenicidad. Los 
nucleótidos que varían en cada mutante aparecen marcados en rojo. (C) Estudio de las diferencias en la activación de MATN1 
entre el promotor de MATN1 silvestre, con el cambio c.-199C>T, c.-199C>A y c.-198_-196del. Los cambios se analizaron en 
presencia de distintas combinaciones de SHOX, SOX6 y SOX9 mediante ensayo de luciferasa. Los ensayos se realizaron en 
células U2OS. Los valores representan la media +/- DE de tres réplicas biológicas y se muestran en unidades relativas de 
luciferasa. Los resultados que muestran diferencias significativas entre mutantes y el silvestre aparecen señalados con  dos 
asteriscos (p<0.01). El cambio c.-199C>T, c.-199C>A y c.-198_-196del provocan una reducción en la activación del promotor de 
MATN1, en presencia del trío SOX, junto a SHOX. 
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2. Búsqueda de mutaciones en el eje NPPC/NPR2/GMPc en pacientes con sospecha 
de DLW o TBI. 
2.1 Búsqueda de variantes en NPR2 en pacientes con DLW o TBI. 
 Recientemente se ha observado que defectos en heterocigosis en NPR2 son los causantes del 
fenotipo de entre un 2–6% de los pacientes con TBI (Amano et al. 2014; Vasques et al. 2013, Wang et al. 
2015), al igual que sucede con SHOX (Chen et al. 2009). Por lo tanto, existe la posibilidad de que 
pacientes con características similares a DLW, sin defectos en SHOX, presenten cambios en NPR2. 
 Para demostrarlo, se analizaron las secuencias codificantes y las regiones de transición intrón-
exón de 242 pacientes con sospecha de DLW y 95 con TBI, ambos sin defectos en SHOX/PAR1, 
mediante HRM o NGS y secuenciación Sanger. Se encontraron nueve variantes, ocho cambios sin sentido 
y una deleción de un aminoácido que mantiene la pauta de lectura. Ocho de las variantes se encontraron 
en pacientes con sospecha de DLW y dos en pacientes con TBI. Las características moleculares, 
procedencia del paciente, cosegregación y predicción de patogenicidad, de los cambios encontrados se 
encuentran resumidas en la Tabla 11. Los datos clínicos de cada de cada paciente y sus familiares quedan 
resumidos en la Tabla 12 (Anexo I).  
2.1.1 Variante c.491C>G de NPR2 (probando 1). 
 La variante c.491C>G afecta al primer exón de NPR2 y predice el cambio de aminoácido 
p.Ala164Gly (Fig. 28). El cambio se encontró en heterocigosis, en un paciente brasileño de un año de 
edad, que presenta TBI. Se analizó la cosegregación de la variante con el fenotipo de TBI y se observó 
que la madre, con talla baja, no presenta el cambio (Fig. 28). La variante c.491C>G (rs62637657) ha sido 
previamente observada en individuos control pero en muy baja frecuencia, concretamente 3/66522 
cromosomas de individuos europeos y 1/10379 americanos de origen africano (Exome Aggregation 
consortium, ExAc).  
El cambio p.Ala164Gly provoca un cambio de sentido de un aminoácido neutro por otro neutro en el 
dominio de unión al ligando de NPR-B, además, Ala164 está altamente conservado en vertebrados. Se 
llevó a cabo una predicción de la patogenicidad de la variante y los cuatro programas utilizados 
clasificaron el cambio como tolerado. 
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 Tabla 11. Resumen de las nueve variantes de NPR2 identificadas en diez pacientes con sospecha de DLW  o TBI, que no presentan defectos en SHOX. 
 En la tabla se muestran el dominio afectado, la cosegregación y la predicción de patogenicidad de cada variante. Todas las variantes se localizan en aminoácidos altamente conservados. * Esta 
mutación ha sido previamente descrita en una familia brasileña y su patogenicidad se ha demostrado previamente (Amano et al. 2014). ND: no determinado; NI: no informativo, Tol: tolerado, 
Del: deletéreo e Inc.: Inconcluyente. SIFT, Mutation tester, Polyphen y CADD v1.3 son los predictores de patogenicidad in silico utilizados en este estudio. La frecuencia en controles representa 
el número de cromosomas de individuos portadores de cada cambio respecto al número de cromosomas totales analizados por la base de datos ExAc, que incluye datos de individuos de 
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Figura 28. Análisis de la variante c.491C>G (p.Ala164Gly) de NPR2 encontrada en el probando 1. (A) Electroferograma 
obtenido de la secuenciación del primer exón de NPR2 del probando 1 y sus familiares. (B) Análisis de la cosegregación de la 
variante con el fenotipo. El color gris indica TBI. Bajo cada individuo se indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para 
mutado) y su talla en DE. ND: no determinado. El índice presenta la variante c.491C>G; pero su madre, que también presenta 
talla baja, muestra los dos alelos normales. 
2.1.2 Variante c.766G>T de NPR2 (probando 2). 
El cambio c.766G>T (p.Asp256Tyr) fue encontrado en heterocigosis y se localiza en el exón 2 
de NPR2 (Fig. 29). Fue identificado en una niña española, de seis años de edad, que fue diagnosticada 
como posible DLW. La paciente presenta talla baja proporcionada (-2.5 DE); hipertrofia muscular y 
defectos óseos, como cúbito valgo y epífisis con forma de cono. Se observó que tanto el padre como su 
hermano presentan la variante c.766G>T y también talla baja proporcionada, además el padre presenta 
epífisis en forma de cono (Fig. 29), por lo tanto se concluyó que la variante c.766G>T cosegrega con el 
fenotipo. Dicha variante no ha sido descrita previamente. 
 La variante c.766G>T provoca un cambio de aminoácido, de Ácido aspártico a Tirosina, en el 
codón 256, que causa un cambio de carga en esa posición ya que se pasa de un aminoácido con carga 
negativa a uno del tipo aromático. El aminoácido afectado por el cambio forma parte del dominio de 
unión al ligando de NPR-B y está altamente conservado en vertebrados. Mediante los predictores SIFT, 





Figura 29. Estudio del cambio c.766G>T (p.Asp256Tyr) de NPR2 encontrado en el probando 2. (A) Curvas de fusión 
obtenidas mediante análisis de HRM del índice (II.2, rojo); sus padres, I.1 y I.2 (verde para el padre y azul para la madre); su 
hermano (II.1, naranja) y muestras control (gris). (B) Electroferograma de la secuenciación del segundo exón de NPR2 del 
índice y sus familiares. (C) Análisis de cosegregación de la variante con el fenotipo. El color gris indica TBI y el negro 
fenotipo similar a DLW. Bajo cada individuo se indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. 
El índice (II.2), el padre (I.1) y su hermano (II.1) presentan la variante; los tres presentan TBI. Además I.1 y II.2 también 
presentan características de DLW. 
 2.1.3 Variante c.1262C>T de NPR2 (probando 3). 
 La variante c.1262C>T (p.Thr421Met) está localizada en el exón 6 de NPR2 y fue encontrada 
en heterocigosis (Fig. 30). El paciente con el cambio es un varón de 10 años de edad, que fue referido 
como posible DLW y presenta talla baja desproporcionada (talla de -3.2 DE), antebrazos cortos y rostro 
alargado y estrecho. No fue posible llevar a cabo estudios de cosegregación debido a la imposibilidad de 
conseguir muestras de ADN de sus familiares. El cambio c.1262C>T (rs140361919) ha sido 
previamente encontrado en individuos control, pero con una frecuencia muy baja, se encontró en 
5/66712 cromosomas de individuos europeos, 4/10402 africanos y 1/16510 asiáticos (ExAc). 
Como consecuencia de la variante, se genera un cambio de aminoácido en NPR-B de un aminoácido 
neutro polar a uno neutro apolar. El aminoácido afectado forma parte del dominio de unión al ligando y 
se encuentra altamente conservado en vertebrados. Tres de las herramientas de predicción de 
patogenicidad (SIFT, Mutation tester y CADD) lo clasifican como deletéreo, mientras que Polyphen lo 




Figura 30. Estudio del cambio c.1262C>T (p.Thr421Met) de NPR2 presente en el probando 3. (A) Curvas de fusión 
obtenidas mediante HRM del índice (II.1, rojo) y muestras control (gris). (B) Electroferograma obtenido de la secuenciación 
del exón 6 de NPR2 del probando 3. (C) Análisis de cosegregación de la variante con el fenotipo. El color negro indica fenotipo 
similar a DLW. Bajo cada individuo se indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. ND: No 
determinado. El índice presenta el cambio c.1262C>T y un fenotipo similar a DLW. 
2.1.4 Variante c.1636A>T de NPR2 (probandos 4 y 5). 
 La variante c.1636A>T (p.Asn546Tyr) se localiza en el exón 10 de NPR2, fue encontrada en 
heterocigosis en dos individuos: el probando 4 (TBI), y el probando 5 (DLW) (Fig. 31). El probando 4 
es un varón de 12 años de edad, presenta talla baja (-2.8 DE) y retraso del crecimiento óseo. El 
probando 5 es un varón de 10 años que presenta talla baja desproporcionada (talla de -3.1 DE y E/T 
patogénico), cúbito valgo e hipertrofia muscular. Fue imposible llevar a cabo estudios de cosegregación 
en ambos pacientes, debido a la falta de datos clínicos y muestras de los familiares. El cambio 
c.1636A>T ha sido descrito previamente (rs138315850) en 1/66704 cromosomas de individuos 
europeos y en 1/908 clasificados como de procedencia indeterminada (ExAc). 
 La variante c.1636A>T provoca un cambio de sentido que provoca el paso de un aminoácido 
polar por uno aromático. El cambio se localiza en el domino quinasa de NPR-B, afecta a un aminoácido 





Figura 31. Estudio del cambio c.1636A>T (p.Asn546Tyr) de NPR2 encontrado en los probandos 4 y 5. (A) Curvas de 
fusión obtenidas por HRM del probando 5 (II.1, rojo) y muestras control (gris). Electroferograma obtenido de la secuenciación 
del décimo exón de NPR2 del probando 4 (B) y del 5 (C). Análisis de cosegregación de la variante en la familia del probando 4 
(D) y el probando 5 (E). El color gris indica TBI y el negro fenotipo similar a DLW. Bajo cada individuo se muestra su 
genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. ND: No determinado. El probando 4 presenta el cambio 
c.1636A>T; mientras que su madre, también con talla baja, no. El probando 5 presenta el cambio y fenotipo similar a DLW. 
2.1.5 Variante c.1641_1643del de NPR2 (probando 6). 
 El cambio c.1641_1643del (p.Val548del) se localiza en el exón 11 de NPR2 y se encontró en 
heterocigosis, en un individuo varón español de 13 años de edad (Fig. 32). Presenta un fenotipo 
característico de DLW, con talla baja (-2.9 DE), curvatura del radio, acortamiento mesomélico de las 
extremidades y del 4º metacarpo, y retraso en la edad ósea. Su madre, que tiene talla baja (-2.7 DE), 
también presenta el cambio c.1641_1643del, mientras que su padre tiene genotipo y fenotipo normales, 
por lo tanto, el fenotipo cosegrega con la variante (Fig. 32).  
 El cambio c.1641_1643del no afecta a la pauta de lectura pero causa una deleción de la Val548, 




Figura 32. Estudio del cambio c.1641_1643del (p.Val548del) encontrado en NPR2, en el probando 6. (A) Curvas de fusión 
obtenidas mediante HRM del índice (II.1, rojo); sus padres, I.1 y I.2 (verde para el padre y azul para la madre) y muestras 
control (gris). (B) Electroferograma obtenido al secuenciar el exón 10 de NPR2 del índice y sus familiares. (C) Análisis de 
cosegregación de la variante con el fenotipo. El color gris indica TBI y el negro fenotipo similar a DLW, el signo de 
interrogación indica que se desconocen los datos clínicos del individuo. Bajo cada individuo se indica su genotipo (N para 
normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. El índice y su madre presentan la variante y ambos presentan fenotipo de 
talla baja. 
2.1.6 Variante c.1928G>A de NPR2 (probando 7). 
 El cambio c.1928G>A (p.Gly643Glu) fue encontrado en heterocigosis, en el exón 13 de NPR2 
(Fig. 33). El probando 7, de procedencia española, tiene de diez años de edad y fue clasificado como 
posible DLW, ya que presenta talla baja desproporcionada (talla de -2.5 DE y E/T patogénico). Se 
observó que su padre, que presenta una talla baja más severa (-3.2 DE) pero miembros proporcionados, 
es también portador del cambio c.1928G>A, por lo tanto existe cosegregación entre el fenotipo de talla 
baja y la variante (Fig. 33). El cambio c.1928G>A no ha sido observado previamente en controles 
(ExAc). 
La variante c.1928G>A provoca un cambio de sentido que provoca el paso de un aminoácido 
neutro por uno con carga negativa. El cambio se localiza en el domino quinasa de NPR-B, afecta a un 





Figura 33. Estudio de la variante c.1928G>A (p.Gly643Glu) encontrada en NPR2, en el probando 7. (A) Curvas de fusión 
obtenidas por HRM del índice (II.1, rojo); sus padres, I.1 y I.2 (verde para el padre y azul para la madre); y muestras control 
(gris). (B) Electroferograma obtenido de la secuenciación del exón 13 de NPR2 del índice y sus familiares. (C) Análisis de 
cosegregación de la variante con el fenotipo. El negro indica fenotipo similar a DLW y el gris TBI. Bajo cada individuo se 
indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. El índice y su padre presentan la variante y 
ambos presentan talla baja. 
2.1.7 Variante c.2455C>T de NPR2 (probando 8). 
 El cambio c.2455C>T (p.Arg819Cys) fue encontrado en heterocigosis, en el exón 16 de NPR2 
(Fig. 34). El probando 8 es de procedencia española, tiene diez años de edad y fue clasificado como 
posible DLW, presenta talla baja proporcionada (-2.3 DE) e hipertrofia muscular. Se observó que la 
madre, que presenta una talla baja desproporcionada más severa (-3.0 DE), tiene también el cambio 
c.2455C>T, por lo tanto existe cosegregación entre el fenotipo y la variante (Fig. 24). El cambio 
c.2455C>T ha sido descrito previamente en la base de datos ExAc pero en muy baja frecuencia, ha sido 
encontrado en 2/66740 cromosomas europeos (No fineses) y en 1/11574 latinos, por tanto, 3/121406 
cromosomas analizados. 
Es muy importante el hecho de que esta variante ha sido previamente descrita en un individuo 
con talla baja proporcionada (-2.4 DE) y acortamiento de los metacarpos y se ha demostrado su 




Figura 34. Estudio de la variante c.2455C>T (p.Arg819Cys) encontrada en NPR2, en el probando 8. (A) Curvas de fusión 
obtenidas por HRM del índice (II.1, rojo); su madre (I.2, azul) y muestras control (gris). (B) Electroferograma obtenido de la 
secuenciación del exón 16 de NPR2 del índice y su madre. (C) Análisis de cosegregación de la variante con el fenotipo. El 
negro indica fenotipo similar a DLW, el signo de interrogación indica que se desconocen los datos clínicos del individuo. Bajo 
cada individuo se indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. ND: No determinado. El 
índice y  su madre presentan la variante y fenotipo similar a DLW. 
2.1.8 Variante c.2972A>G de NPR2 (probando 9). 
 La variante c.2972A>G (p.Glu991Gly) afecta al exón 20 de NPR2 y fue encontrada en 
heterocigosis, mediante NGS usando un panel de diseño propio que cubre 315 genes y regiones que 
causan displasias esqueléticas. Posteriormente fue confirmada por HRM y secuenciación (Fig. 35). La 
paciente fue remitida con seis años de edad como un posible caso de DLW, presentaba talla baja 
proporcionada (-2.3 DE), paladar hendido, acortamiento de la 5ª falange, hipertrofia muscular, 
malposición dental y epífisis en forma de cono. Se analizó la presencia de la variante c.2972A>G en sus 
familiares y se observó que está presente, tanto en sus dos hermanos, como su madre (Fig. 35). Todos 
presentan características de DLW comunes con la paciente por lo tanto, la variante c.2972A>G 
cosegrega con el fenotipo. El cambio c.2972A>G no ha sido descrito previamente. 
 La variante c.2972A>G da lugar a un cambio de sentido de un aminoácido con carga negativa 
por uno con carga neutra apolar. El aminoácido afectado está altamente conservado en vertebrados. El 
cambio se localiza en el dominio guanilato cliclasa de NPR-B, encargado de sintetizar GMPc. Los 




Figura 35. Análisis de la variante c.2972A>G (p.Glu991Gly) de NPR2 encontrada en el probando 9. (A) Curvas de fusión 
obtenidas por HRM del índice (II.2, rojo), sus padres, I.1 y I.2 (verde para el padre y azul para la madre), su hermano (II.2, 
naranja), su hermana (II.3, cian) y muestras control (gris). (B) Electroferograma obtenido de la secuenciación del exón 20 de 
NPR2 del índice y sus familiares. (C) Análisis de cosegregación de la variante con el fenotipo. El color negro indica fenotipo 
similar a DLW. Bajo cada individuo se indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. El 
índice, sus hermanos y su madre tienen el cambio c.2972A>G, todos presentan características de DLW.   
2.1.9 Variante c.3058C>T de NPR2 (probando 10). 
 La variante c.3058C>T (p.Arg1020Trp) afecta al exón 21 de NPR2 y fue encontrada en 
heterocigosis (Fig. 36), en una niña de nueve años de edad, que presenta características típicas de la 
DLW, como son proporciones corporales alteradas (E/T de 0.956), acortamiento mesomélico de las 
extremidades, curvatura de las extremidades inferiores, braquidactilia y paladar hendido. Además, 
presenta otra serie de características: extensión limitada de los codos, frente aplanada, hipertelorismo, 
estrabismo y malposición dental. Por otro lado, su madre, que también tiene proporciones corporales 
alteradas, además tiene sordera. Fue imposible llevar a cabo estudios de cosegregación en la familia, 
debido a la falta de muestras de ADN de los familiares (Fig. 36). Esta variante no ha sido descrita 
previamente. 
 La variante c.3058C>T da lugar a un cambio de sentido en NPR-B, se pasa de una Arginina a 
un Triptófano en la posición 1020, es decir, de un aminoácido con carga positiva a un aromático. El 
aminoácido afectado se localiza en el dominio guanilato ciclasa y está altamente conservado en 




Figura 36. Estudio de la variante c.3058C>T (p.Arg1020Trp) de NPR2 encontrada en el probando 10. (A) Curvas de 
fusión obtenidas por HRM del índice (II.1, rojo) y muestras control (gris). (B) Electroferograma obtenido de la secuenciación 
del exón 21 de NPR2 del probando 9. (C) Análisis de cosegregación de la variante con el fenotipo. El color negro indica 
fenotipo similar a DLW, el signo de interrogación indica que se desconocen los datos clínicos del individuo. Bajo cada 
individuo se indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. ND: No determinado. El índice 
presenta el cambio c.3058C>T, además de un fenotipo similar a DLW. 
2.2 Caracterización funcional de las variantes encontradas en NPR2. 
 Se determinó la patogenicidad de las variantes de NPR2 previamente identificadas en las dos 
cohortes de pacientes, mediante dos ensayos funcionales: inmunocitoquímica y ELISA.  
2.2.1 Estudio de la localización intracelular de las variantes encontradas en NPR2. 
Estudios previos demostraron que mutaciones en NPR2 descritas en pacientes pueden provocar 
que dicho receptor sea incapaz de alcanzar la membrana plasmática, quedando retenido en el RE (Hume 
et al. 2009). Para determinar si las variantes encontradas en NPR2 producen el mismo efecto, se llevó a 
cabo un ensayo de inmunocitoquímica en células U2OS previamente transfectadas con vectores de 
expresión de NPR2 silvestre o con cada una de las variantes. Los resultados muestran que las variantes 
p.Ala164Gly, p.Asn546Tyr, p.Val548del y p.Glu991Gly presentan una localización intracelular normal, 
en la membrana plasmática (Fig. 37). Por otro lado, las variantes p.Asp256Tyr, p.Thr421Met, 
p.Gly643Glu y p.Arg1020Trp, quedan retenidas en el RE (Fig. 37). 
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2.2.2 Análisis de la actividad guanilato ciclasa de las variantes de NPR-B encontradas. 
Posteriormente, se analizó la capacidad de las variantes de mantener la actividad guanilato 
ciclasa, es decir, de sintetizar GMPc. Para ello se realizó un ensayo ELISA, que mide los niveles 
intracelulares de GMPc en células que sobreexpresan NPR-B silvestre, las variantes de NPR-B 
encontradas o el mutante p.Arg110Cys, que no presenta actividad guanilato ciclasa (Amano et al. 2014). 
Previamente a su lisis, las células fueron estimuladas con CNP durante 20 minutos, para inducir la 
síntesis de GMPc. Se observó que las variantes p.Asp256Tyr, p.Val548del, p.Gly643Glu, p.Glu991Gly 
y p.Arg1020Trp muestran una ausencia total de actividad guanilato ciclasa, similar a la presentada por 
el mutante p.Arg110Cys, mientras que p.Thr421Met muestra una reducción de la actividad guanliato 
cilcasa del 61% (Fig. 38A). Por otro lado, p.Ala164Gly y p.Asn546Tyr causan una reducción de sólo el 
19% y 31% respectivamente (Fig. 38A). La patogenicidad del cambio p.Arg819Cys ha sido estudiada 
previamente (Vasques et al. 2013). 
  Como las variantes han sido encontradas en heterocigosis, se analizó si eran capaces de ejercer 
un efecto dominante negativo, para ello se cotransfectó cada variante junto con NPR-B silvestre, con 
una proporción de 1:1. Seis mutantes, p.Asp256Tyr, p.Thr421Met, p.Val548del, p.Gly643Glu, 
p.Glu991Gly y p.Arg1020Trp presentaron una reducción significativa de la actividad guanilato cilcasa 
comparada con NPR-B silvestre (Fig. 38B). Sin embargo, las variantes p.Ala164Gly y p.Asn546Tyr no 
mostraron ninguna reducción, sugiriendo que no tienen efecto dominante negativo (Fig. 38B). 
 
Los datos obtenidos en los análisis funcionales de las variantes analizadas, incluyendo la 
mutación p.Arg819Cys, previamente reportada, quedan resumidos en la Tabla 13. 
2.2.3 Análisis de la capacidad de BNP de activar NPR-B. 
Por último, se intentó determinar la actividad guanilato ciclasa de NPR-B cuando es activada 
por un ligando diferente, BNP, una diana de SHOX (Marchini et al. 2007) y compararla respecto a CNP. 
Se vio que los niveles de GMPc en células estimuladas por BNP son diez veces menores que con CNP 
(Fig. 39A). Además se observó que los mutantes p.Val548del y pGlu991Gly mostraron una reducción 
significativa de la actividad guanilato ciclasa en presencia de BNP con respecto a NPR-B silvestre, al 




Figura 37. Localización intracelular de las variantes de NPR-B. Se transfectaron células U2OS con vectores de expresión de NPR-B silvestre (A); el mutante de NPR-B p.Arg110Cys, el  
control de retención en el Retículo Endoplasmático (RE) (B) o los mutantes identificados en nuestro estudio (C-J). Se muestra la localización intracelular de NPR-B (en verde); CALR, un 
marcador de RE (en rojo) y los núcleos teñidos con DAPI (azul). En la cuarta fila, se muestra la fusión de las tres imágenes anteriores. Las imágenes fueron tomadas con un aumento de 20X. Las 
variantes de NPR-B: p.Ala164Gly (A164G), p.Asn546Tyr (N546Y), p.Val548del (V548-) y p.Glu991Gly (E991G) consiguen alcanzar la membrana plasmática, mientras que p.Asp256Tyr 





Figura 38. Análisis de la actividad guanilato ciclasa de los cambios encontrados en NPR-B. (A) Actividad guanilato 
ciclasa de células COS-7 transfectadas con vectores de expresión de NPR-B silvestre (WT) o las variantes: p.Ala164Gly 
(A164G), p.Asp256Tyr (D256Y), p.Thr421Met (T421M), p.Asn546Tyr (N546Y), p.Val548del (V548del), p.Gly643Glu 
(G643E), p.Glu991Gly (E991G) y p.Arg1020Trp (R1020W) y el control positivo p.Arg110Cys (R110C); en presencia de CNP. 
La actividad guanilato ciclasa dependiente de CNP de cada mutante se representa como porcentaje respecto al NPR-B silvestre 
(100%). Todos los mutantes mostraron una reducción de la actividad guanilato cilcasa. (B) Actividad cGMP de células COS-7 
transfectadas con una proporción de 1:1 de vector de expresión vacío (pcDNA3.1, VV) y NPR-B silvestre o los mutantes, 
previamente expuestas a CNP. La actividad guanilato ciclasa dependiente de CNP de cada mutante se representa como 
porcentaje de actividad respecto a las células transfectadas con NPR-B silvestre y el vector vacío (100%). Cinco mutantes 
mostraron efecto dominante negativo. Cada ensayo se llevó a cabo por triplicado y se hicieron dos réplicas independientes. Las 
diferencias significativas con respecto a los valores de NPR-B silvestre aparecen marcadas con asteriscos (*p < 0.05 y ** p < 
0.01). 
Tabla 13. Caracterización funcional de las mutaciones de NPR-B.  
Mutación 
en NPR-B  
Retención 
en el RE 
Síntesis de 
GMPc 
 (% del WT) 
Efecto dominante 
negativo en la 
síntesis de GMPc 
Cosegregación Patogenicidad 
A164G - 81 - No No patogénico 
D256Y + 1,15 + Sí Patogénico 
T421M + 39 + ND Patogénico 
N546Y - 69 - ND No patogénico 
V548del - 0,20 + Sí Patogénico 
G643E + 3,10 + Sí Patogénico 
R819C* - ~2 + Sí Patogénico 
E991G - 0,03 + Sí Patogénico 
R1020W + 0,05 + ND Patogénico 




Figura 39. Análisis de la capacidad de BNP de activar la actividad guanilato ciclasa. (A) Estudio de los niveles 
intracelulares de GMPc en presencia de CNP o BNP en células COS-7 que sobreexpresan NPR-B silvestre. Los niveles de 
GMPc se representan en pmol/ml. Las células expuestas a CNP mostraron una cantidad de GMPc 10 veces mayor que las 
expuestas a BNP. (B) Actividad guanilato ciclasa de células COS-7 transfectadas con el vector vacío (pcDNA3.1, VV), 
vectores de expresión de NPR-B silvestre (WT) o los mutantes p.Val548del (V548del) y p.Glu991Gly (E991G), en presencia o 
ausencia de BNP. La actividad guanilato ciclasa dependiente de BNP de cada mutante se representa como porcentaje respecto 
al NPR-B silvestre (100%). Los mutantes analizados mostraron una reducción de la actividad guanilato cilcasa mediada por 
BNP. Cada ensayo se llevó a cabo por triplicado y se hicieron dos réplicas independientes. Las diferencias significativas 
aparecen marcadas con asteriscos (** p < 0.01). 
2.3 Búsqueda de variantes en NPPC en pacientes con DLW y TBI. 
 Existen indicios suficientes que apuntan a que NPPC, que codifica CNP, el ligando del receptor 
NPR-B, puede ser un gen determinante de la talla final (Lanktree et al. 2011; Gudbajartsson et al. 2008; 
Soranzo et al. 2009; Bocciardi et al. 2007; Tassano et al. 2013), pero hasta ahora no se han encontrado 
mutaciones en NPPC que se puedan asociar con alguna enfermedad en humanos. Por otro lado, hemos 
encontrado nueve mutaciones en NPR2, que codifica el receptor de CNP, en pacientes con DLW. Por 
ello, nuestra hipótesis se centra en que defectos en NPPC pueden ser los causantes del fenotipo 
presentado por pacientes con características de DLW o TBI, que no presentan defectos en SHOX/PAR1. 
 Para comprobarlo, se estudiaron las secuencias codificantes y las regiones de transición intrón-
exón de 242 pacientes con sospecha de DLW y 95 con TBI sin defectos en SHOX/PAR1. Se utilizó la 
técnica de HRM, junto con secuenciación Sanger y se encontró una variante en heterocigosis, c.349C>G 
(p.Arg117Gly). 
2.3.1 Variante c.349C>G de NPPC (probando 11). 
 La variante c.349C>G (p.Arg117Gly) fue encontrada en heterocigosis, en el exón 2 del gen 
NPPC, usando la técnica de HRM y secuenciación Sanger (Fig. 30). El cambio afecta a una paciente de 
procedencia española, que fue clasificada como posible DLW. La paciente fue remitida con 12 años de 
edad y presentaba talla baja proporcionada (-2,3 DE); pies y manos pequeños, con acortamiento del 4º 
metacarpo; e hipertelorismo. La madre presenta también talla baja proporcionada (-2.6 DE) y manos y 
pies muy pequeños. Además, tiene antecedentes familiares con el mismo fenotipo. Por otro lado, el 
padre presenta una talla en el límite de la normalidad (-1,9 DE) y manos toscas (Tabla 14, Anexo I). La 
madre también tiene la variante c.349C>G en heterocigosis, mientras que el padre no presenta ningún 
cambio en NPPC (Fig. 40). Además, los familiares de la rama materna que tienen la variante c.349C>G, 
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tienen también talla baja o talla baja con braquidactilia. Por lo tanto, el cambio cosegrega con la talla 
baja familiar (Fig. 40). 
 Para descartar la presencia de cambios en otros genes que puedan dar lugar al fenotipo 
presentado por la paciente con el cambio en NPPC, se llevó a cabo una búsqueda de mutaciones 
mediante el panel de NGS de displasias esqueléticas, (SkeletalSeq.V3). Se confirmó la variante en 
NPPC, y además no se identificó ningún cambio en otro gen que pudiera explicar el fenotipo presentado 
por la paciente. 
El cambio no ha sido descrito previamente, ya que no aparece en la base de datos ExAc, ni está 
presente en una cohorte de 264 individuos con talla normal de origen español. La variante c.349C>G 
provoca un cambio de aminoácido en la posición 117 de CNP, de Arginina a Glicina. Este aminoácido 
forma parte de la estructura en forma de anillo necesaria para que CNP se una a su receptor (Fig. 40). El 
cambio p.Arg117Gly provoca una variación de la carga de la proteína, al pasar de un aminoácido con 
carga positiva a uno neutro, además hay una gran diferencia de tamaño entre ambos aminoácidos. Dicha 
Arginina se encuentra altamente conservada en vertebrados. Los predictores SIFT (0, deletéreo), 
Mutation tester (1, patogénico), Polyphen (1.00, deletéreo) y CADD v1.3 (31, patogénico) clasificaron 
el cambio p.Arg117Gly como patogénico. 
2.3.1 Variante c.355G>T de NPPC, encontrada por un grupo colaborador  (probando 12). 
 La variante p.Arg117Gly podría ser la primera mutación encontrada en NPPC. La gran 
importancia de este hallazgo, nos llevó a contactar con varios grupos colaboradores internacionales, con 
la finalidad de encontrar más mutaciones que afecten a dicho gen. El grupo del Dr. Alexander Jorge, 
Universidad Sao Paolo, Brasil, encontró otro cambio puntual en NPPC, c.355G>T (p.Gly119Cys), 
mediante el análisis de exomas (NGS). El cambio fue encontrado en una familia de procedencia 
brasileña estudiada por talla baja. El cambio no está presente en el índice, pero sí en su hermana y su 
padre. El índice presenta talla baja, pero cercana al límite con la normalidad (-2,1 DE), aún sigue 
creciendo y se espera que alcance una talla final normal. La hermana y su padre, ambos con el cambio 
p.Gly119Cys, presentan talla baja (ambos tienen una talla de -2,8 DE) y manos pequeñas (Fig. 41A y 
Tabla 14, Anexo I). El cambio no aparece en la base de datos ExAc. No se observaron otras mutaciones 
en otros genes que pudieran dar lugar al fenotipo presentado por el índice y sus familiares. 
La variante c.355G>T provoca un cambio de aminoácido en la posición 119 de CNP, de Glicina 
a Cisteina, que forma parte de la estructura en forma de anillo necesaria para que CNP se una a su 
receptor (Fig. 41B). Dicho aminoácido se encuentra altamente conservado en vertebrados. Los 
predictores SIFT (0, deletéreo), Mutation tester (1, patogénico), Polyphen (1.00, deletéreo) y CADD 





Figura 40. Estudio del cambio c.349C>G (p.Arg117Gly) encontrado en NPPC, en el probando 11. (A) Curvas de fusión 
obtenidas mediante HRM del índice (II.1, rojo); sus padres, I.1 y I.2 (verde para el padre y azul para la madre) y muestras 
control (gris). B) Electroferograma obtenido al secuenciar el exón 2 de NPR2 del índice y sus familiares. (C) Análisis de 
cosegregación de la variante con el fenotipo. El negro indica un  fenotipo de talla baja con braquidactilia y el gris indica TBI. 
Bajo cada individuo se muestra su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su talla en DE. (D) Estructura proteica 
del anillo funcional de CNP compuesto por 22 aminoácidos. En rojo aparece marcado el aminoácido afectado por el cambio 
p.Arg117Gly y en gris se indican los aminoácidos conservados en los tres péptidos natriuréticos, ANP, BNP y CNP (Potter et 





Figura 41. Estudio del cambio c.355G>T (p.Gly119Cys) encontrado en NPPC, por un grupo colaborador, en el 
probando 12. (A) Análisis de cosegregación de la variante con el fenotipo. El negro indica un  fenotipo de talla baja con 
manos pequeñas y el gris indica TBI. Bajo cada individuo se indica su genotipo (N para normal y M, en rojo, para mutado) y su 
talla en DE. * El paciente continúa creciendo y se predice que alcance una talla final dentro de la normalidad. (B) Estructura 
proteica del anillo funcional de CNP. En rojo aparece marcado el aminoácido afectado por el cambio p.Gly119Cys y en gris se 
indican los aminoácidos conservados en los tres péptidos natriuréticos, ANP, BNP y CNP (Potter et al. 2006). La hermana del 
índice y su padre presentan la variante y ambos presentan fenotipo de talla baja con manos pequeñas. 
2.3.2 Caracterización funcional de los cambios p.Arg117Gly y p.Gly119Cys, encontrados en 
NPPC. 
 Para demostrar la patogenicidad de los cambios encontrados en NPPC, se intentó determinar su 
capacidad de activar NPR-B, su receptor. Para ello, las células COS-7 fueron transfectadas con vectores 
de expresión de NPR2 y de NPPC silvestre, con el cambio c.349C>G o con c.355G>T. De esta forma, 
las células expresarían ambos, permitiendo interaccionar a CNP, el ligando, con NPR-B, su receptor. La 
activación de NPR-B fue medida mediante un ensayo ELISA de GMPc, que mide los niveles 
intracelulares de GMPc, producto directo de la actividad de NPR-B. Se observó que CNP con los 
cambios p.Arg117Gly o p.Gly119Cys, no es capaz de activar NPR-B y muestra unos niveles similares a 
los presentados por células que no expresan NPR-B (Fig. 42).  
 Puesto que los cambios p.Arg117Gly y p.Gly119Cys fueron encontrados en heterocigosis, se 
intentó demostrar su efecto dominante negativo. Para ello, se realizó un experimento similar al anterior 
pero transfectando las células con NPPC silvestre y con uno de los mutantes, p.Arg117Gly o 
p.Gly119Cys, al mismo tiempo, usando una proporción 1:1. Los resultados muestran que tanto la 
presencia de CNP con el cambio p.Arg117Gly, como con p.Gly119Cys, provoca una reducción 




Figura 42. Análisis de la patogenicidad de los cambios p.Arg117Gly y p.Gly119Cys de CNP y de su posible efecto 
dominante. Estudio de la capacidad de activación de NPR-B, por parte de CNP. Se utilizaron células COS-7 transfectadas con 
vectores de expresión de NPR-B o el vector vacío (pcDNA3.1), junto con CNP: silvestre (WT),  con los cambios p.Arg117Gly 
(R117G) o p.Gly119Cys (G119C), o con una mezcla de CNP silvestre y cada cambio en una proporción 1:1. La activación de 
NPR-B se mide a través de su actividad guanilato ciclasa y se representa en % de GMPc respecto a CNP silvestre. Cada ensayo 
se llevó a cabo por triplicado y se hicieron dos réplicas independientes. Las diferencias significativas respecto a las células 
transfectadas con vectores de expresión de NPR-B y CNP silvestre, aparecen marcadas con asteriscos (p < 0.01). Los cambios 
p.Arg117Gly y p.Gly119Cys no son capaces de activar NPR-B y producen un efecto dominante negativo en heterocigosis. 
2.3.3 Caracterización de los niveles de CNP y GMPc en pacientes portadores del cambio 
c.349C>G. 
Estudios previos demostraron que pacientes con displasias esqueléticas, como son la 
acondroplasia, hipocondroplasia y displasia tanatofórica, presentan niveles elevados de CNP en sangre 
(Olney et al. 2015). Además, se ha descrito que un paciente con defectos esqueléticos y que es portador 
de una deleción en heterocigosis que incluye al gen NPPC, tiene también mayor concentración de CNP 
en sangre (Tassano et al. 2013). Es posible que pacientes con defectos en NPPC, presenten alterados sus 
niveles de CNP circulante. Para demostrarlo, se analizaron los niveles en sangre del probando 11 y de su 
madre, ambas con el cambio c.349C>G que afecta a NPPC. Se midieron los niveles tanto de la forma 
final de 22 aminoácidos de CNP (CNP), como de su forma no procesada (NT-proCNP), debido a que la 
forma final CNP, se encuentra en muy baja concentración en sangre, mientras que NT-proCNP es más 
abundante y por tanto, más fácil de detectar (Olney et al. 2012). Además se analizaron los niveles de 
GMPc circulante en ambos individuos. Los resultados mostraron que el probando 11 y su madre 




Figura 43. Análisis de los niveles de CNP y GMPc en el plasma sanguíneo de pacientes portadores de la mutación 
p.Arg117Gly de NPPC. Comparación de la concentración de CNP y GMPc en el plasma sanguíneo de la paciente 11 (IN.) y 
su madre (MA.), ambas portadoras de la mutación p.Arg117Gly de NPPC, y  de controles sanos (CTRL). Se utilizó la técnica 
de ELISA y se midio la concentración de la forma pre-procesamiento de CNP (NT-pro CNP), la forma final de 22 aminoácidos 
(CNP) y GMPc. Los resultados de los pacientes fueron comparados con controles de su misma nacionalidad, sexo y edad, que 
no presentaban defectos esqueléticos. Se usaron nueve controles en el caso de la paciente 11 y seis en el caso de su madre. Las 
cantidades de NT-proCNP, CNP y GMPc se muestran en pmol/ml, ng/ml y pmol/ml respectivamente. Los individuos 



























1. Implicación de SHOX y SHOX2 en la regulación de la formación de la matriz 
extracelular de cartílago. 
Estudios previos demostraron que SHOX es capaz de regular la expresión de Agc1 en 
colaboración con el trío SOX (Aza-Carmona et al. 2011) y que Shox y Shox2 regulan la expresión de 
Agc1 y Col2a1 (Tiecke et al., 2006 y Bobick et al. 2012). Además, nuestro grupo observó que COMP, 
MATN1, COL2A1 y S100A1 muestran un aumento de la expresión en células U2OS que 
sobreexpresan SHOX. Teniendo en cuenta estos datos, propusimos que SHOX y SHOX2 podrían 
llevar a cabo un papel clave en la regulación de la formación de la MEC de cartílago, regulando la 
expresión de varias de sus proteínas, ya sea de forma directa o a través del trío SOX. 
1.1. Papel llevado a cabo por SHOX en la regulación de la MEC de cartílago. 
En esta tesis, hemos demostrado que SHOX activa la expresión de varios genes relacionados con 
la formación de la MEC de cartílago y la condrogénesis. Hemos observado que SHOX regula de forma 
directa la expresión de Matn1, Col2a1 y S100A1 y que también actúan como cofactor, junto al trío SOX, 
activando la expresión de Comp, Matn1, miR-140 y S100A1, mediante ensayos de luciferasa en células 
U2OS. También hemos observado que el homedominio de SHOX juega un papel fundamental en dicha 
activación, ya que los mutantes localizados en esta región son incapaces de activar la expresión de las 
dianas estudiadas, con la excepción de p.R153L. 
La mutación p.R153L afecta a un aminoácido que no está altamente conservado en vertebrados, y 
ha sido clasificada como patogénica por los predictores de patogenicidad in-silico SIFT (0, deletéreo), 
Polyphen (1.00, deletéreo) y CADD v1.3 (34, patogénico) y como benigno por Mutation tester (1, 
polimorfismo). En cuanto a su funcionalidad, mantiene la capacidad de dimerizar, de unirse al ADN y de 
unirse a SOX6 (Schneider et al. 2005; Aza-Carmona et al. 2011). También presenta una capacidad similar 
a la de SHOX silvestre a la hora de activar la expresión de Agc1 (Aza-Carmona et al. 2011) y, como se ha 
visto en esta tesis, de miR-140. Estos datos pueden llevar a pensar que p.R153L podría ser un 
polimorfismo, sin embargo, cosegrega con la patología en al menos cuatro familias independientes 
(Grigelioniene et al. 2000; Niesler et al. 2002; Zinn et al. 2002; Falcinelli et al. 2002; Stuppia et al. 2003). 
Observamos que el mutante de SHOX, p.R280P, localizado en el dominio de transactivación, no 
provoca el mismo efecto en todas las dianas, por ejemplo, muestra valores parecidos a los de SHOX 
silvestre en el caso de la activación de Comp, S100A1 y miR-140, pero muestra una disminución similar al 
resto de los mutantes en el caso de Matn1. Esto puede deberse a que SHOX podría ser capaz de regular la 
expresión de sus dianas utilizando diferentes mecanismos, por ejemplo, es posible que actúe únicamente 
como cofactor, facilitando la formación de complejos con otras proteínas que crearán la señal de 
activación, en este caso el dominio de transactivación sería prescindible, por lo que defectos en él, no 
provocarían una reducción de la actividad de SHOX. Así se explicarían los resultados obtenidos con 
Comp, miR-140, S100A1. Por otro lado, puede que SHOX participe en la regulación de estos genes 
creando por sí mismo una señal de activación a través del dominio de transactivación, así ocurriría con la 
activación de Matn1. Esto concuerda con el hecho de que SHOX tenga dos isoformas: SHOXa, 
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compuesta por el homeodominio y el dominio de transactivación, y SHOXb, que carece del segundo y, 
por lo tanto, no tiene capacidad activadora (Rao et al 2001). La isoforma SHOXa podría actuar como 
cofactor o creando una señal de activación, mientras que SHOXb solo podría actuar como cofactor. 
Sorprendentemente, mediante experimentos llevados a cabo en células mesenquimales de ratón 
C3H/10T1/2, observamos que SHOX es capaz de activar la expresión endógena de Matn1 
exclusivamente, no produciendo ningún efecto en el resto de dianas, Comp, Col2a1, miR-140, S100a1 y 
Agc1. Lo mismo sucede al incluir el trío SOX, solo se da una activación de la expresión en el caso de 
Matn1, y esta se ve aumentada al añadir a SHOX. Esto puede deberse a varios motivos, uno de ellos 
puede ser la diferencia entre las técnicas utilizadas. En los ensayos de luciferasa se analiza 
exclusivamente una región reguladora de la diana en concreto, fuera de su contexto genético, mientras 
que con la cuantificación de ARNm se estudia el efecto conjunto de todas las regiones que están 
influyendo en la expresión de dicha diana, entre las que se pueden encontrar además silenciadores de la 
expresión. Otro motivo puede ser que para que SHOX lleve a cabo su activación, necesite de otros 
factores específicos de condrocitos. Las células utilizadas en estos experimentos son células 
mesenquimales indiferenciadas, por lo tanto, puede que no expresen dichos factores. Para descartar este 
último motivo, se provocó la diferenciación estas células hacia condrocitos, estimulándolas con BMP2, 
provocando que comenzaran a expresar factores característicos de células condrogénicas, como Col2a1 y 
Sox9. En estas condiciones se observó que SHOX tampoco fue capaz de activar la expresión de Comp, 
Col2a1, S100a1, miR-140 y Agc1. Por lo tanto, sólo Matn1 muestra respuesta a la presencia de SHOX en 
células C3H/10T1/2. 
1.2. Papel llevado a cabo por SHOX2 en la regulación de la MEC de cartílago.  
Los resultados obtenidos con SHOX2 en cuanto a la regulación de la expresión en los ensayos de 
luciferasa con los promotores de los genes de interés son bastante parecidos a los de SHOX. SHOX2 
activa la expresión de Matn1, Col2a1 y S100A1 de forma directa y de Comp, Matn1, miR-140, S100A1 
ayudado por el trío SOX. Sin embargo, SHOX2 no es capaz de activar la expresión endógena de Matn1 
por sí solo, ni junto al trío SOX. Hasta el momento, se ha descrito que SHOX2 es capaz de provocar el 
mismo efecto que SHOX en dos de sus dianas, NPPB y Agc1 (Aza-Carmona et al. 2014), pero no es 
capaz de activar FGFR3 (Decker et al. 2011). Por lo tanto, SHOX y SHOX2 tienen algunas dianas 
comunes y otras exclusivas de cada uno, dando lugar a que exista competencia entre ambas por la 
activación de las dianas comunes, en las regiones en las que ambos genes están expresados.  
Ambas proteínas presentan patrones de expresión parecidos pero no idénticos en las extremidades 
en desarrollo (Blashke et al. 1998; Clement-Jones et al. 2000), SHOX2 se expresa en la región proximal-
media y SHOX en la región media (Clement-Jones et al. 2000 y Tiecke et al. 2006). El gen Shox2 se 
expresa también en corazón y sistema nervioso, entre otros, pero SHOX no (Rao et al. 1997, Semina et al. 
1998, Blaschke et al. 1998; Tiecke et al. 2006). Esto explica que la ausencia de SHOX y Shox2 de lugar a 
fenotipos distintos, la falta de SHOX cursa con defectos exclusivamente esqueléticos (Shears et al. 2002; 
Zinn et al. 2002; Campos-Barros et al. 2007), mientras que la de Shox2 cursa además con defectos 
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cardiacos (Blaschke et al. 2007; Espinoza-Lewis et al. 2009; Puskaric et al. 2010) y del sistema nervioso 
(Vickerman et al. 2011; Rosin et al. 2015a,b).  
SHOX no tiene ortólogo en roedores, pero SHOX2 sí, por lo tanto, fuimos capaces de llevar a 
cabo estudios funcionales de Shox2 in vivo en ratón. Se utilizaron dos modelos de knock-out 
condicionales, Col2a1-Cre(Shox2) y Prrx1-Cre(Shox2), en las que Shox2 está ausenté en las 
extremidades exclusivamente (Cobb et al. 2006; Bobick et al. 2012). Estudios previos, demostraron que 
Shox2 es capaz de regular la expresión de Agc1 y Col2a1, dos de las dianas estudiadas en este trabajo, a 
través de Bmp2 y Bmp4 (Bobick et al. 2012), denotando que Shox2 lleva a cabo distintas funciones según 
su localización y el estado de desarrollo. Como consecuencia de dicha regulación, Agc1 y Col2a1 se 
mostraban reprimidas en el ratón Col2a1-Cre (Shox2) y sobreexpresadas en el Prrx1-Cre(Shox2) (Bobick 
et al. 2012). En esta tesis, analizamos la expresión de otros tres genes característicos de la MEC usando 
los mismos modelos, y vimos que Comp y miR-140 actúan igual que Agc1 y Col2a1, mientras que Matn1 
no muestra variación en su expresión. Por lo tanto, es posible que Comp y miR-140 estén reguladas por 
Shox2 y que esta regulación se haga a través de Bmp2 y Bmp4, mientras que Matn1 no muestra 
activación por parte de Shox2, coincidiendo con los resultados obtenidos previamente en este trabajo.  
También estudiamos el patrón de expresión de las dianas de interés en extremidades de ratón. 
Matn1 y Agc1 muestran un patrón de expresión homogéneo a lo largo de todo el molde de cartílago, 
mientras que la expresión de Comp se da exclusivamente en los condrocitos hipertróficos y el periostio 
cercano. Estos datos concuerdan con lo descrito anteriormente para Comp, que observaron que su 
expresión en ratón comienza a los 10 días post coito, en células mesenquimales del embrión. A los 13 
días, Comp es sintetizado por los condrocitos hipertróficos que darán lugar a los centros de osificación 
primarios en las extremidades. A los 19 días, Comp es expresado mayoritariamente por los condrocitos 
hipertróficos y en menor medida proliferativos la placa de crecimiento, y en el periostio y perocondrio 
(Fang et al. 2000;  Kong et al. 2007). 
Estudios previos observaron que, aunque había diferencias en los niveles de expresión de Col2a1 
en los ratones Prrx1-Cre(Shox2) y Col2a1-Cre (Shox2), su patrón de expresión en las extremidades en 
desarrollo era idéntico al del ratón silvestre (Cobb et al. 2006 y Bobick et al. 2012). En esta tesis, 
estudiamos el patrón de expresión de Agc1, Matn1 y Comp y observamos que Agc1 y Matn1 mostraron el 
mismo patrón tanto en los miembros de ratones silvestre, como en los dos tipos de knock-out, mientras 
que Comp presentó diferencias de expresión entre el ratón silvestre y el ratón Prrx1-Cre(Shox2), este 
último muestra ausencia total de expresión en los condrocitos hipertróficos, pero no en el periostio. Esto 
se debe probablemente a la ausencia de condrocitos hipertróficos provocada por la falta de Shox2.  
1.3. Capacidad de SHOX de regular la expresión a través BMP2. 
 Debido al solapamiento de funciones y la alta homología entre SHOX y SHOX2 (Blaschke et al. 
1998; Liu et al. 2011), nos planteamos la posibilidad de que SHOX también regulara la expresión de 
genes relacionados con la MEC de cartílago a través de BMP2.  Observamos que SHOX no es capaz de 
regular la expresión de Bmp2 ni Bmp4, tanto en células indiferenciadas, como en células condrogénicas. 
Sin embargo, la presencia de BMP2 provoca un aumento de la  expresión de Col2a1 y miR-140. Por lo 
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tanto, es posible que Bmp2 active la expresión de Col2a1 y miR-140, pero a través de otras vías, no como 
consecuencia de la inducción de SHOX. Por ejemplo, se ha hablado previamente de la capacidad de 
Shox2 de regular la expresión de Col2a1 a través de Bmp2 y Bmp4 (Bobick et al. 2012), y se sabe que la 
presencia de BMP4 provoca una activación de la expresión de miR-140 (Liu et al. 2013). Además, se ha 
visto que MiR-140 inhibe la expresión de BMP2 (Hwang et al. 2014), existiendo la posibilidad de que 
entre ambos genes haya un mecanismo regulatorio de retroalimentación negativa. 
1.4. Características de la activación del promotor de MATN1 por parte de SHOX. 
 Una vez confirmada la capacidad de SHOX de regular la expresión de Matn1, intentamos 
caracterizar el mecanismo subyacente involucrado. En el promotor de Mant1 se han encontrado varias 
regiones reguladoras altamente conservadas en amniotas, destacando las regiones Pe1 e Ine (Rentsendorj 
et al. 2005). Ambas presentan sitios de unión de Sox5/6 y Sox9, componentes del trío SOX (Rentsendorj 
et al. 2005; Nagy et al. 2011). Confirmamos la capacidad de SHOX de regular directamente el promotor 
de Matn1, ya que la activación de la expresión de Matn1 por parte de SHOX se mantiene al utilizar los 
promotores de Matn1 con mutaciones en Pe1M1 e IneM2, que impiden el correcto reconocimiento por 
parte del trío SOX (Rentsendorj et al. 2005; Nagy et al. 2011). También analizamos el efecto de dichos 
mutantes en la activación de la expresión de Matn1 llevada a cabo por SHOX junto al trío SOX. 
Observamos que tanto el mutante Pe1M1 por sí solo como junto con IneM2 provocan una reducción de 
dicha activación, sorprendentemente esta reducción no se da al utilizar IneM2 en solitario, observándose 
incluso un aumento de la activación. La sobreexpresión por parte del trío SOX del promotor de Matn1 
con la variante IneM2 ha sido observada previamente utilizando diferentes líneas celulares (Nagy et al. 
2011) y puede deberse a que la región Ine se encuentra muy próxima al sitio de unión de TBP (TATA-
binding protein), un factor esencial para la transcripción. La unión del trío SOX a la región Ine podría 
interferir físicamente con el reclutamiento de TBP y, por consiguiente, de la maquinaria de transcripción, 
dando lugar a una disminución de la expresión de Matn1. La mutación IneM2 impide que el trío SOX se 
una a Ine, que dejaría libre el sitio de unión de TBP, facilitando así su unión y provocando un aumento de 
la expresión de Matn1. 
 Posteriormente demostramos que la región necesaria para que SHOX active la expresión de 
Matn1, se encuentra en el promotor proximal, entre -478 y +54 pb del inicio de la transcripción. Esta 
región no contiene ningún elemento palindrómico perfecto o imperfecto (Wilson et al. 1995, Rao et al. 
2001; Marchini et al. 2007), pero contiene varias regiones ricas en AT. Estudios previos han demostrado 
que SHOX puede unirse a regiones ricas en AT sin secuencia concreta (Decker et al. 2011), por lo tanto, 
se deberá estudiar la capacidad de SHOX de unirse a dichas regiones mediante EMSA 
(Electrophoretic Mobility Shift Assay). Por otro lado, esta región incluye las regiones altamente 
conservadas Pe1 e Ine, a las que se une el trío SOX, por lo tanto, existe la posibilidad de que SHOX 
ejerza su función a través de su unión al trío SOX. 
 Se buscaron variantes en la región equivalente en humanos a la región mínima necesaria para 
la activación de la expresión de MATN1 por parte de SHOX (de -478 a +54 pb) en 242 pacientes con 
DLW y 96 con TBI. Se encontró un cambio, c.-199C>T, en heterocigosis, en una paciente con 
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sospecha de DLW. Este cambio no ha sido descrito previamente en la base de datos 1000genomas, ni 
ha sido observado en 264 individuos españoles de talla normal. Fue imposible determinar su 
cosegregación debido a la falta de datos de sus parientes. El cambio c.-199C>T se encuentra entre los 
elementos Pe1 e Ine, en una región con bajo nivel de conservación y con alto contenido en GC, 
sugiriendo que no es un posible sitio de unión de SHOX. Aun así, demostramos que la variante 
provoca una reducción de la activación llevada a cabo por SHOX, pero sólo cuando se encuentra 
junto al trío SOX. Por tanto, es posible que el cambio no afecte directamente a la unión de SHOX, 
pero sí a la de factores necesarios para que lleve a cabo su activación. Se llevó a cabo una búsqueda 
in silico de posibles sitios de unión de factores de transcripción en la región mutada y se encontraron 
tres: SP1 (Specificity protein 1), TP53 (Tumor protein 53) y PAX5 (Paired box 5). SP1 y TP53 
tienen expresión ubicua y son parte imprescindible de la maquinaria celular, mientras que PAX5 se 
expresa exclusivamente en linfocitos, sistema nervioso central y testículos (Adams et al. 1992; 
Urbanek et al. 1994). Por otro lado, la interacción con dicha secuencia por parte de otros factores sin 
identificar podría explicar la reducción de la activación del promotor de Matn1. 
Se ha demostrado que la ausencia de Matn1, no da lugar a un fenotipo grave, ya que el ratón 
knock-out de Matn1 no presenta ninguna anomalía esquelética, ni en la placa de crecimiento (Aszódi 
et al. 1999; Huang et al. 1999). Existen tres tipos de matrilinas (Matn1-3) que se expresan en 
cartílago. Se cree que llevan a cabo las mismas funciones, ya que los ratones knock-out de cada uno 
de ellos (Matn1-/-, Matn2-/- y Matn3-/-) e incluso el ratón knock-out doble de Matn1 y Matn3 (Matn1-/-
/Matn3-/-) muestran un desarrollo esquelético normal (Aszódi et al. 1999; Mates et al. 2004; Ko et al. 
2004; Nicolae et al. 2007). Esto explicaría porque no se ha establecido una asociación entre Matn1 y 
ninguna displasia en humanos. Sin embargo, mutaciones puntuales en MATN3 se han asociado con la 
displasia epifisaria múltiple (Chapman et al. 2001; Jackson et al. 2004). Estos defectos provocan la 
retención, en el retículo endoplasmático (RE), de MATN3 y de las proteínas con las que interacciona, 
como por ejemplo las otras proteínas MATN, perjudicando su correcta secreción y provocando la 
apoptosis (Zhang y Chen 2000).  
Los datos mostrados anteriormente, junto con el hecho de que no se pudo determinar la 
cosegregación de la variante c.-199C>T del promotor de MATN1, nos llevan a pensar que 
posiblemente, dicho cambio no es capaz de provocar el efecto suficiente para causar el fenotipo 
presentado por la paciente por sí solo, pero podría dar lugar a un efecto umbral, en el que la 
acumulación de varios cambios fuera necesaria para dar lugar al fenotipo. Para confirmar este 
planteamiento, se deberán continuar con la búsqueda de más cambios en este paciente y sus 
familiares, usando nuestro panel de displasias esqueléticas SkeletalSeq.V5. También se deberá 
continuar con la búsqueda de defectos en MATN1 o sus regiones reguladoras, en nuevos individuos.  
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1.5. Teorías sobre el papel de SHOX y SHOX2 en la regulación de la expresión de proteínas 
características de la MEC de cartílago. 
El trabajo llevado a cabo en esta tesis ha permitido estudiar la capacidad de SHOX y SHOX2 
de regular la expresión de Col2a1 y Agc1, y de descubrir nuevas dianas, como Comp, MATN1 y miR-
140, demostrando que SHOX y SHOX2 juegan un papel clave en la regulación de la formación de la 
MEC de cartílago. Defectos en SHOX, como los presentes en pacientes con DML, DLW y TBI, 
podrían causar una reducción de la expresión de estos genes y comprometer la correcta formación de 
la MEC. Esta teoría podría explicar las diferencias encontradas en las placas de crecimiento de 
pacientes con DML en las que los condrocitos de la zona de reserva se encuentran más próximos 
entre sí y los de la zona proliferativa aparecen desorganizados (Barca-Tierno et al. 2011). 
Defectos en SHOX son capaces de explicar el ~70% de los casos de DLW, mientras que el ~ 
30% restante no presenta ninguna causa genética asociada. La haploinsuficiencia de COL2A1, AGC1 
o COMP se ha asociado con varias displasias esqueléticas con diferentes anomalias del hueso 
(Bonafe et al. 2015), por lo tanto parece que defectos en estos genes no podrían ser la causa de 
pacientes con DLW sin defectos en SHOX. Sin embargo, defectos en sus regiones reguladoras 
podrían provocar una disminución de su expresión suficiente para dar lugar a un fenotipo más leve, 
que podría confundirse con el de pacientes con sospecha de DLW. Los genes miR-140 y S100A1 no 
se han asociado a ninguna patología en humanos, por lo tanto, defectos tanto en sus regiones 
codificantes, como reguladoras podrían ser la causa del fenotipo presentado por pacientes con DLW 
sin defectos en SHOX. Será necesario analizar las regiones reguladoras de COL2A1, AGC1, COMP, 
miR140 y S100A1 y las regiones codificantes de miR140 y S100A1 en un futuro, para confirmar esta 
hipótesis.  
Por último, hemos empezado a descifrar el papel llevado a cabo por SHOX en la regulación 
de la MEC de cartílago, teniendo como consecuencia la apertura de una nueva línea de investigación 
que se centrará en profundizar acerca de este tema. 
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2. Búsqueda de mutaciones en NPR2 y NPPC en pacientes con sospecha de DLW o 
TBI. 
Aproximadamente el 70% de pacientes con DLW y el 2,5% de pacientes con TBI presentan 
defectos en SHOX o sus regiones reguladoras. Se desconoce el defecto molecular causante de la DLW en 
el 30% restante, y de gran parte de los individuos con TBI. El fenotipo presentado por pacientes con 
defectos en SHOX, ya sea en homo- o heterocigosis, es muy similar al presentado por pacientes con 
defectos en NPR2, por lo tanto, creemos que defectos en los genes de la ruta de señalización de 
CNP/NPR-B/GMPc pueden ser la causa de la DLW y la TBI, en pacientes sin defectos en SHOX. 
2.1. Búsqueda de defectos en NPR2 (receptor del péptido natriurético 2). 
2.1.1. Características de los defectos encontrados en NPR2. 
 Llevamos a cabo una búsqueda de mutaciones en 242 pacientes con sospecha de DLW y 96 con 
TBI, sin defectos en SHOX o sus regiones reguladoras. Hemos identificado un total de nueve variantes de 
NPR2 en 10 individuos, ocho pertenecen a la cohorte de pacientes con características de DLW  y dos a la 
de TBI. Primero, hicimos un estudio de la patogenicidad de las variantes encontradas mediante 
herramientas in silico, en el que siete de las ocho variantes fueron clasificadas como patogénicas, con la 
excepción de la variante p.Ala164Gly, que fue clasificada como benigna. Una de las mutaciones 
encontradas, p.Arg819Cys, había sido descrita previamente en un paciente con TBI, y su patogenicidad 
había sido previamente demostrada mediante ensayos funcionales (Amano et al. 2013). 
 Se confirmó la patogenicidad de cinco de las siete variantes restantes de NPR2, ya que se observó 
que cuatro, p.Asp256Tyr, p.Thr421Met, p.Gly643Glu y p.Arg1020Trp, provocan que NPR-B quede 
retenido en el RE y no logre alcanzar la membrana plasmática, causando una reducción de la actividad 
guanilato ciclasa debido a defectos en el tráfico celular. Otras dos variantes, p.Val548del y p.Glu991Gly, 
fueron capaces de alcanzar la membrana plasmática, pero mostraron una reducción de la capacidad de 
sintetizar GMPc. Estas seis variantes demostraron llevar a cabo un efecto dominante negativo sobre el 
NPR-B silvestre. Las dos variantes, p.Ala164Gly y p.Asn546Tyr, mostraron localización subcelular en la 
membrana plasmática y una leve reducción de la actividad guanilato ciclasa cuando fueron transfectadas 
en solitario, pero no mostraron efecto dominante negativo al ser transfectadas junto con NPR2 silvestre. 
Por lo tanto, cuatro de los seis mutantes analizados muestran retención en el RE, esta frecuencia es similar 
a la mostrada en los estudios de búsqueda de mutaciones en NPR2 en pacientes con TBI, en los que se vio 
una frecuencia similar (3/5), pero discrepa con los datos reportados para pacientes con DAMM, en los 
que la mayoría de las mutaciones causan la retención de NPR-B en el RE (11/12) (Bartels et al. 2004; 
Vasques et al. 2013; Amano et al. 2014). Curiosamente, el mutante p.Thr421Met se comporta de forma 
diferente al resto de los mutantes que causan retención en el RE, ya que muestra una reducción del 71% 
en la actividad guanilato ciclasa, con respecto a NPR-B silvestre, en lugar de mostrar una ausencia total 
de actividad. Esto puede deberse a que una pequeña proporción del NPR-B mutado, imposible de ver 
mediante inmunicitoquímica, consigue alcanzar la membrana plasmática y llevar a cabo su función. 
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A pesar de que la localización subcelular ha sido estudiada únicamente en un total de 22 variantes 
(Bartels et al. 2004; Vasques et al. 2013; Amano et al. 2014), parece que no existe una correlación entre la 
localización de la mutación dentro de NPR-B y su habilidad para alcanzar la membrana plasmática, 
además todas muestran una reducción de la capacidad de sintetizar GMPc. Del mismo modo, tampoco se 
ha podido establecer una relación entre la localización de las mutaciones y su patogenicidad. Por lo tanto, 
los estudios funcionales, especialmente el análisis de la capacidad de sintetizar GMPc, son 
indispensables. 
Los estudios de cosegregación demostraron que las variantes p.Asp256Tyr, p.Val548del, 
p.Gly643Glu, p.Arg819Cys y p.Glu991Gly cosegregan con el fenotipo, mientras que p.Ala164Gly no 
cosegrega con el fenotipo de talla baja dentro de la familia estudiada, ni en otra familia reportada 
recientemente, en la que fue clasificada como variante de significado incierto (Wang et al. 2015). La 
determinación del efecto dominante negativo llevado a cabo en esta tesis, ha sido clave para determinar 
que esta variante no es patogénica. Por otro lado, p.Asn546Tyr, la otra variante que no es patogénica 
según los estudios funcionales, fue encontrada en dos pacientes, parece no cosegregar con el fenotipo del 
paciente 4 y fue imposible determinar su cosegregación en la familia del probando 5 debido a la falta de 
muestras de los familiares.  
La mutación p.Arg819Cys ha sido descrita en dos familias, en este estudio y en un paciente con 
TBI (Amano et al. 2014). El probando 7 de nuestra cohorte, a la edad de 10 años, presentaba una talla de -
2,3 DE, una proporción E/T de 0,95 y de TS/T de 0,54 e hipertropfia muscular, es decir, el paciente 
presentaba talla baja y acortamiento de las extremidades superiores. Su madre, portadora de la mutación, 
también tiene talla baja desproporcionada (-3,0 DE), E/T de 0,94 y TS/T de 0,56, que nos indican un 
acortamiento de las extremidades superiores e inferiores. Mientras tanto, el paciente brasileño, tenía 17 
años, presentaba talla baja proporcionada (-2,4 DE y TS/T de +1,3 DE) y acortamiento de los metacarpos, 
por otro lado, su madre, también con la mutación, presentaba una talla dentro de la normalidad (-1,7 DE) 
y TS/T de 0,57, lo que sugiere acortamiento de las extremidades inferiores (Amano et al. 2014). Por lo 
tanto, podemos concluir que las medidas antropométricas son muy variables en pacientes con la mutación 
p.Arg819Cys, al igual que las observadas en pacientes con defectos en SHOX (Shears et al. 1998, Ross et 
al. 2001, Grigelioniene et al. 2001 y Rappold et al, 2007).  
Interesantemente, los probandos 2 y 8 presentaron epífisis en forma de cono, los probandos 8 y 9 
acortamiento de las falanges y el probando 8 también presentó frente ancha, todos son rasgos típicos 
asociados a pacientes con DAMM, es decir con defectos en NPR2 en homocigosis o heterocigosis 
compuesta, aunque no tan severos. Además, los probandos 8 y 9 mostraron malposición dentaria, una 
característica que no ha sido previamente asociada con mutaciones en NPR2 o SHOX, expandiendo así el 
espectro fenotípico de las características clínicas asociadas a mutaciones en NPR2, aunque no se puede 
descartar la implicación de otros factores. 
En contraposición a los resultados descritos hasta la fecha, no hemos encontrado ninguna 
mutación en NPR2 en pacientes clasificados con TBI (Vasques et al. 2013; Amano et al. 2014 y Wang et 
al. 2015). En estos estudios, los pacientes eran clasificados como TBI cuando tenían una talla inferior a -2 
DE y sin etiología definida. La utilización de una definición más estricta de la TBI a la hora de 
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seleccionar los pacientes, como la utilizada por Cohen et al. 2008, que define la TBI como una estatura 
por debajo de -2 DE con respecto a su edad, grupo poblacional y sexo, en los que no se ha encontrado 
ningún trastorno sistémico, endocrino, nutricional o cromosómico que lo cause, ha podido propiciar la 
ausencia de defectos en NPR2 en nuestra cohorte de TBI. En este trabajo, todos los pacientes en los que 
se ha encontrado mutaciones de NPR2 presentan talla baja desproporcionada y/o características clínicas 
indicadoras de deficiencia de SHOX. Esta observación tiene sentido, ya que los pacientes con DAMM, 
tienen una talla baja desproporcionada severa. Sin embargo, ninguno de los pacientes con mutaciones en 
NPR2 presentó la deformidad de Madelung, la característica más notable de los pacientes con DLW, este 
hecho puede ser de ayuda a la hora de llevar a cabo un diagnóstico diferencial entre pacientes con 
posibles defectos en SHOX o NPR2. No obstante, debido a la gran heterogeneidad clínica de los pacientes 
tanto con defectos en SHOX, como en NPR2, y a que muchas de esas características clínicas son 
compartidas, se recomienda la búsqueda sistemática de mutaciones en NPR2 en pacientes con 
características de DLW, que no tienen deformidad de Madelung, en los que se han descartado defectos en 
SHOX. 
Teniendo en cuentas nuestra experiencia, el mejor abordaje de cara a su diagnóstico consiste en 
un primer nivel en el que se buscan defectos en SHOX o sus regiones reguladoras mediante MLPA y 
HRM junto con secuenciación Sanger, ya que este gen no puede ser analizado por nuestro panel de 
displasias esqueléticas (SkeletalSeq.V5) debido a la alta frecuencia de repeticiones Alu o LINE a lo largo 
del gen y sus regiones flanqueantes. Los casos negativos, pasarán al segundo nivel y serán analizados 
mediante el panel de displasias esqueléticas SkeletalSeq.V5, que incluye los genes de la vía CNP/NPR-
B/GMPc, entre otros. 
2.1.2. Capacidad de BNP de activar NPR-B. 
Se ha visto que tanto CNP como BNP se unen a NPR-B, pero CNP lo hace con una mayor 
eficiencia, dando lugar a un mayor incremento de la actividad guanilato ciclasa (Koller et al. 1991; Suga 
et al. 1992). Esto sugiere, que en condiciones fisiológicas, ambos pueden unirse a NPR-B, dependiendo 
de su patrón y tiempo de expresión. En esta tesis, hemos demostrado que las mutaciones de NPR-B 
analizadas, p.Val548del y p.Glu991Gly también son capaces de provocar una reducción de los niveles de 
GMPc bajo el estímulo de BNP, en lugar de CNP. Por lo tanto, es posible que todas las mutaciones de 
NPR-B que causen un descenso de los niveles de GMPc en presencia de CNP, puedan causarlo también 
en presencia de BNP. Los dos péptidos natriuréticos presentan un patrón de expresión diferente, tanto 
espacial, como temporal (Nishikimi et al. 2011), en cuanto a la placa de crecimiento, CNP se localiza en 
los condrocitos proliferativos y prehipertróficos (Chusho et al. 2001), mientras que BNP se localiza en los 
hipertróficos exclusivamente (Marchini et al. 2007). Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que los 
mutantes de NPR-B también podrían afectar las rutas de señalización de BNP. 
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2.1.3. Tratamiento con hormona de crecimiento recombinante humana (rhGH) en pacientes con 
defectos en NPR2. 
 El tratamiento con rhGH está indicado para pacientes con haploinsuficiencia de SHOX, ya que 
puede mejorar la talla de la mayoría de los individuos en +1,3 DE, que se traduce en un incremento de la 
estatura de unos 10-15 cm, si el tratamiento empieza en las primeras etapas de la niñez (Blum et al. 2007). 
Es más, el 57% de los pacientes con defectos en SHOX que han sido tratados con rhGH alcanzaron una 
estatura final dentro de la normalidad (superior a -2 DE) (Blum et al. 2013). Actualmente, no existe 
ninguna indicación para el tratamiento de pacientes con mutaciones en NPR2. Estudios previos llevados a 
cabo en muy pocos individuos, observaron que el tratamiento con rhGH no provocaba una gran mejora en 
la talla de estos pacientes (Vasques et al. 2013; Amano et al. 2014; Wang et al. 2015). Sin embargo, en 
estos casos, el tratamiento empezó tarde, durante la pubertad (Vasques et al. 2013), o fue mantenido 
durante un corto periodo de tiempo (Amano et al. 2014). En esta tesis, el probando 8, con la mutación 
p.Glu991Gly en NPR2, está siendo tratado con rhGH. Su tratamiento empezó a los 7,9 años y se ha 
mantenido durante 5 años. Como consecuencia, el probando ha mostrado un incremento en su talla de 
+1,6 DE. Por otro lado, su hermano, que también tiene la mutación, no ha sido tratado con rhGH y 
presenta talla baja (-2,3 DE) y retraso severo del crecimiento óseo. Como consecuencia de nuestros 
estudios, ha sido posible obtener el permiso de uso compasivo del tratamiento con rhGH en el hermano 
del probando 8.  
Actualmente, ninguno de los dos pacientes ha alcanzado la madurez, por lo tanto, el impacto real 
del tratamiento con rhGH solo podrá ser evaluado cuando alcance su talla final. La gran respuesta inicial 
al tratamiento observada en el probando 8 sugiere que el tratamiento con rhGH podría ser beneficioso 
para pacientes con defectos en heterocigosis en NPR2, siempre y cuando el tratamiento comience durante 
su niñez, aunque será necesario llevar a cabo más estudios para confirmarlo.  
 Recientemente, hemos formado un consorcio internacional con los demás grupos que tienen 
pacientes con defecto en NPR2 bajo tratamiento con rhGH, con la intención de aunar nuestro 
conocimiento del tema y determinar que pacientes deberían tener acceso al dicho tratamiento. 
En resumen, se han encontrado seis mutaciones en 242 individuos (2,5%) referidos como posible 
DLW, la mayoría con talla baja desproporcionada, mientras que no se ha encontrado ninguna en 96 
pacientes con TBI. Por lo tanto, se recomienda la búsqueda de defectos en NPR2 en pacientes referidos 
como DLW, con talla baja desproporcionada y sin deformidad de Madelung, que no presenten defectos en 
SHOX o sus regiones reguladoras. 
2.2 Búsqueda de defectos en NPPC (precursor del péptido natriurético tipo C). 
 Analizamos la posibilidad de que defectos en NPPC, que codifica CNP, el ligando de NPR-B, 
pudieran causar el mismo fenotipo que NPR2. Para ello, se realizó una búsqueda de defectos en NPPC en 
242 pacientes con sospecha de DLW y 96 con TBI y se encontró un cambio, p.Arg117Gly, en una 
paciente con talla baja y braquidactilia. Analizamos su cosegregación con el fenotipo y observamos que la 
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variante cosegrega con el fenotipo a lo largo de tres generaciones. Esta variante no ha sido descrita 
previamente y no está presente en controles españoles, ni europeos. 
 Aunque es la primera vez que se encuentra una mutación en NPPC en humanos, el ratón long 
bone abnormality (lbab) presenta el mismo cambio de forma espontánea (Jiao et al. 2007). Dicho ratón 
(lbab/lbab) se caracteriza por tener enanismo debido al acortamiento de los huesos largos y 
estrechamiento de la placa de crecimiento, especialmente en las zonas proliferativa e hipertrófica (Tsuji et 
al. 2008; Kondo et al. 2012). En estos trabajos, se afirma que no existen diferencias apreciables entre el 
ratón silvestre y con la mutación p.Arg117Gly en heterocigosis (+/lbab), para afirmar esto se centran en 
la distancia naso-anal de los ratones, que sería un equivalente a la talla sentado de un individuo, es decir, 
no tiene en cuenta las extremidades inferiores (Kondo et al. 2012). El fenotipo de nuestros pacientes se 
caracteriza por presentar un fenotipo leve, caracterizado por talla baja con acortamiento de las 
extremidades y de las manos y los pies. Parece que los ratones +/lbab, presentan también un cierto 
acortamiento de las extremidades, pero sin reducción del tamaño de su tronco (Kondo et al. 2012). 
Además, comparando las placas de crecimiento, vemos que los ratones +/lbab muestran una reducción 
intermedia del tamaño de su zona hipertrófica, siendo ésta mucho más reducido en el ratón lbab/lbab 
(Kondo et al. 2012). Algo similar ocurre con NPR2, el ratón con defectos en heterocigosis en este gen, es 
muy similar al silvestre (Tamura et al. 2004; Sogawa et al. 2007), pero en humanos, da lugar a un 
fenotipo leve, que cursa talla baja desproporcionada, mientras que la ausencia total de NPR2 provoca un 
fenotipo severo de enanismo en ambas especies (Bartels et al. 2004; Sogawa et al. 2012). 
Posteriormente, el grupo colaborador del Dr. Alexander Jorge, Universidad de Sao Paulo, Brasil, 
encontró otro cambio en NPPC, p.Gly119Cys, en un paciente con TBI y en su padre, con el mismo 
fenotipo. Esta variante tampoco ha sido descrita previamente. Se llevó a cabo un estudio de su 
patogenicidad usando herramientas in silico, en el que las dos variantes encontradas, p.Arg117Gly y 
p.Gly119Cys, fueron clasificadas como patogénicas. Su patogenicidad fue confirmada mediante ensayos 
funcionales, ya que se observó que las dos variantes de CNP no son capaces de activar NPR-B, su 
receptor. También se demostró su efecto dominante negativo, ya que, cuando se sobreexpresan junto con 
CNP silvestre,  se produce una reducción de la activación de NPR-B.  
 Parece que la talla baja es el fenotipo característico asociado a la haploinsuficiencia de NPPC. El 
gen NPPC se ha incluido en nuestro panel de secuenciación masiva de displasias esqueléticas 
(SKELETALSEQ.V4, 327 genes), con la intención continuar con la búsqueda de defectos en NPPC que 
nos ayuden a acotar su fenotipo asociado. Resulta interesante que este fenotipo sea muy similar al descrito 
en este estudio para defectos en heterocigosis de NPR2, ya que NPPC y NPR2 participan en la misma vía 
de señalización (Koller et al. 1991; Suga et al. 1992). La levedad del fenotipo presentado por pacientes 
con defectos en NPPC permite que estos pasen desapercibidos y podría explicar porque no se han 
encontrado pacientes con defectos en este gen hasta la fecha. 
Los cambios encontrados afectan a la estructura básica con forma de anillo de CNP, que está 
altamente conservada en los tres péptidos natriuréticos, ANP, BNP y CNP (Potter et al. 2006). En el caso 
de p.Arg117Gly, se cree que la presencia de una glicina en la posición 117 da a CNP mayor flexibilidad 
conformacional, lo que impide la interacción entre la Asp176 y la Glu77 de NPR-B. Los tres aminoácidos 
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implicados están altamente conservados indicando la importancia de dicha interacción. Por lo tanto, la 
ruptura de estos puntos de contacto podría reducir la unión entre CNP y NPR-B (Yoder et al. 2008). 
Hasta ahora, los únicos defectos de NPPC descritos consistían en reordenamientos cromosómicos 
(Bocciardi et al. 2007) o grandes deleciones (Tassano et al. 2013), estos causaban sobreexpresión de 
NPPC y altos niveles de CNP en sangre, denotando un mecanismo de compensanción de la función 
(Tassano et al. 2013). Además, se ha descrito que pacientes con defectos en NPR2 (DAMM) o otras 
displasias esqueléticas como acondroplasia, hipocondroplasia y displasia tanatofórica presentan niveles 
elevados de CNP y NT-proCNP (Olney et al. 2006; 2015). En nuestro caso, tanto la madre como la hija 
con la mutación p.Arg117Gly muestran niveles normales de CNP y NT-proCNP en sangre, comparado 
con controles de la misma edad, sexo y grado de pubertad. Es posible que el fenotipo observado en estos 
pacientes, sea independiente de los niveles circulantes de CNP, ya que estos son muy bajos, y se deba 
exclusivamente a un efecto local, es decir, del CNP sintetizado en los condrocitos y la placa de 
crecimiento, ya que la sobreexpresión local de CNP, revierte el fenotipo provocado por el cambio 
p.Arg117Gly en ratones (Kondo et al. 2012). 
Se ha demostrado que este tratamiento rescata el fenotipo de acondroplasia en ratones con 
defectos en FGFR3 en ensayos clínicos de fase I (Lorget et al. 2012). Actualmente, se están llevando a 
cabo ensayos clínicos fase II, en los se evalúa el tratamiento con rhCNP (CNP recombinante humano, 
BMN-111) de pacientes con acondroplasia (www.clinicaltrials.gov, Identificador: NCT02055157,  
Biomarin), mostrando buenos resultados respecto al crecimiento y otras características clínicas asociadas 
a esta displasia. Por lo tanto, el tratamiento con rhCNP podría ser una alternativa eficaz para los pacientes 
con defectos en NPPC.  
En este trabajo, hemos encontrado la causa genética de 8/242 (3%) de los pacientes con talla baja 
desproporcionada y braquidactilia, con una diagnosis diferencial de DLW. Estas mutaciones afectan a dos 
genes, NPPC y NPR2, que forman parte de la misma vía de señalización. Esta es la primera vez que se 
han descrito mutaciones de cambio de sentido en NPPC y se ha establecido una relación directa entre 
NPPC y un fenotipo concreto en humanos, el de talla baja. 
2.3. Teorías sobre la relación entre SHOX y la vía CNP/NPR-B/GMPc. 
El solapamiento en el fenotipo mostrado por pacientes con mutaciones en NPR2, NPPC y SHOX, 
podría indicar un solapamiento de funciones de las vías de acción de cada gen. Sabemos que SHOX 
regula la expresión de NPPB y FGFR3 (Marchini et al. 2007 y Decker et al. 2011) y que ambos genes 




Figura 44. Esquema de la interacción entre las vías de señalización de SHOX y CNP/NPR-B/GMPc. SHOX regula la 
expresión de FGFR3 y BNP, que a su vez se une a NPRB, compitiendo con CNP. La ruta de señalización de NPR-B inhibe la de 
FGFR3 a través de PRKG2. En rojo aparecen los síndromes asociados a defectos en FGFR3 (acondroplasia (ACH), 
hipocondroplasia (HCH) y displasia tanatofórica (TD)) en verde RAS (síndrome de Noonan (SN)), en rosa a NPPC (talla baja), en 
azul a NPR2 (displasia acromesomélica de tipo Maroteaux (DAMM), talla baja idiopática (TBI) y talla baja desproporcionada 
(TBD)) y en naranja a SHOX (displasia mesomélica de Langer (DML), discondrosteosis de Léri-Weill (DLW) y TBI) (Bonafe et 
al. 2015). 
 
SHOX activa el promotor de NPPB, causando un incremento de BNP (Marchini et al. 2007). 
BNP puede unirse a NPR-B y activarlo, modificando su capacidad de sintetizar GMPc. Además, del 
mismo modo que SHOX, CNP activa la síntesis de Col2a1 y Agc1 y regula el paso de condrocitos 
proliferativos a hipertróficos, mediado por NPR-B (Peake et al. 2014). También, se ha descrito que 
SHOX es capaz de activar la trascripción de FGFR3 en células humanas y de reprimirla en cultivos 
de micromasa de extremidades de pollo (Decker et al. 2011). 
La presencia de CNP activa NPRB, aumentando la síntesis de GMPc a partir de GTP, esto activa 
varias proteína quinasas, entre ellas, PRKG2, que inhibe RAF, un componente la vía de señalización 
intracelular de FGFR3 (Geister et al. 2013). Por otro lado, BNP podría competir con CNP por la unión a 
NPR-B, pero con una eficiencia 20 veces menor. CNP y BNP, también podrían competir por su unión 
NPR-C con una afinidad más similar. NPR-C es otro receptor de la familia de NPR-B, pero que carece de 
dominio guanilato ciclasa, su función principal consiste en unirse al ligando y retirarlo del medio 
extracelular (Bennett et al. 1991 y Suga et al. 1992). Mutaciones en heterocigosis en SHOX provocarían 
una disminución de la cantidad de BNP, que no se uniría a NPR-C, por lo que quedara libre para 
interaccionar con CNP del MEC y secuestrarlo, se produciría una reducción de la cantidad de CNP 
disponible para unirse a NPR-B, dando lugar a una reducción de su señalización intracelular, parecida a la 
mostrada por pacientes con defectos en NPR2 o NPPC. Por otro lado, se han encontrado indicios que 
determinan que SHOX podría regular la expresión de NPPC, ya que se ha visto que pacientes con 
síndrome de Klinefelter (XXY), que tiene tres copias funcionales de SHOX presentan niveles elevados de 
CNP en sangre (Olney et al. 2012).  
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El descubrimiento de nuevos genes relacionados con SHOX ampliaría el conocimiento que 
tenemos de sus patologías asociadas y podría dar lugar al descubrimiento de nuevas alternativas de 
tratamiento. Además, existe la posibilidad de que defectos en otros genes implicados en la misma vía sean 
también la causa del fenotipo observado, como por ejemplo, NPPB, que codifica para BNP, otro ligando 





























1.  Hemos demostrado que SHOX y SHOX2 juegan un papel importante en la regulación de la MEC de 
cartílago a través de la regulación de la expresión de Matn1, Comp, miR-140 y S100A1, mediante 
ensayos de luciferasa en células U2OS. Por otro lado, hemos observado que SHOX es capaz de 
regular la expresión endógena de Matn1 exclusivamente, en células 10T1/2. Las disparidad entre los 
resultados observados pueden deberse a las diferentes  líneas celulares o técnicas utilizadas. Estos 
hallazgos han contribuido a abrir una nueva línea de investigación que permitirá aumentar el 
conocimiento acerca de SHOX y sus patologías, incluyendo el descubrimiento de nuevas dianas 
terapéuticas.  
 
2. Mediante el estudio de dos modelos de ratones knock-out, hemos demostrado que la ausencia de 
Shox2 provoca una disminución de la expresión de Comp in vivo, debido probablemente a la falta de 
condrocitos hipertróficos. Por otro lado, Agc1 y Matn1 no muestran diferencias obvias en su 
expresión.  
 
3. Al contrario que Shox2, SHOX no es capaz de regular la expresión de los genes que codifican 
proteínas características de la MEC de cartílago a través de BMP, pero sí existe la posibilidad de que 
BMP2 regule la expresión de miR-140 y S100a1 durante la condrogénesis, a través de un mecanismo 
independiente de SHOX.  
 
4. SHOX regula la expresión de Matn1, tanto de forma directa, como a través del trío SOX. Hemos 
delimitado la región necesaria para que se de dicha activación se encuentra en el promotor proximal 
de Matn1, entre -478 y +54 pb del inicio de la transcripción. Además, hemos encontrado una variante 
en dicha región, c.-199C>T, en una paciente con sospecha de DLW y hemos demostrado que la 
presencia del cambio reduce la activación del promotor de MATN1.  
 
5. La identificación de mutaciones en el gen NPR2 en aproximadamente 3% de los individuos con 
sospecha de DLW y su ausencia en  pacientes con TBI, ambos sin mutaciones en SHOX,  nos ha 
llevado a concluir que mutaciones en dicho gen causan talla baja desproporcionada y pueden ser una 
diagnosis diferencial de DLW. La determinación del efecto dominante negativo mediante estudios 
funcionales de los cambios encontrados ha sido clave para determinar su patogenicidad.  
 
6. Al igual que con SHOX, los pacientes con defectos en NPR2 presentan gran variabilidad fenotípica, 
pero ninguno tiene la deformidad de Madelung. Por lo tanto, recomendamos la búsqueda sistemática 
de defectos en NPR2 en pacientes con características de DLW, que no presenten dicha deformidad y 
sin defectos en SHOX. 
 
7. El paciente con la mutación p.Glu991Gly en NPR2, está siendo tratado con hormona de crecimiento 
(rhGH), mostrando un incremento en su talla de +1,6 DE. Hemos observado que, en contra de 
publicaciones previas, el tratamiento con rhGH es efectivo siempre que este empiece pronto, en la 
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niñez, y se mantenga durante toda la pubertad. La formación de un consorcio que asesore en la 
respuesta de tratamiento con rhGH en más pacientes con mutaciones en heterocigosis en NPR2 
ayudará mejorar su eficacia. 
 
8. Hemos encontrado un nuevo gen implicado en talla baja humana, NPPC, mediante la identificación 
de las mutaciones, p.Arg117Gly y p.Gly119Cys en dos familias con talla baja proporcionada y manos 
pequeñas. Además hemos demostrado que ambas mutaciones reducen la capacidad de sintetizar 
GMPc al estar en heterocigosis y la anulan completamente en homocigosis.  
 
9. Creemos que el tratamiento con CNP recombinante humano (rhCNP), actualmente investigándose 
como tratamiento para la acondroplasia, podría ser beneficioso para pacientes con defectos en NPPC.  
 
10. Por último, hemos establecido una relación, tanto fisiológica como fenotípica, entre SHOX y las vías 
de señalización de FGFR3 y de CNP/NPR-B/GMPc, que son dos de las vías más importantes en la 
regulación del crecimiento. Lo que nos ha permitido aumentar el conocimiento acerca de los 




























1. Using luciferase assays in U2OS cells, we have demonstrated that SHOX and SHOX2 play an 
important role in the regulation of cartilage ECM through the regulation of Matn1, Comp, miR-140 
and S100A1 expression. We have also identified that SHOX is able to regulate Matn1 endogenous 
expression but not the other transcription targets in 10T1/2 cells. The differences observed could be 
due to the different cell lines or techniques employed. These findings have contributed to open a new 
research line that will increase the knowledge about SHOX and its pathologies, including the 
detection of new therapeutic targets.  
 
2. We have demonstrated, using two Shox2 knockout mouse models, that the lack of Shox2 decreases 
Comp in vivo expression, probably due to the absence of hypertrophic chondrocytes. However, Agc1 
and Matn1 showed no obvious differences. 
 
3. Unlike Shox2, SHOX is unable to regulate the expression of genes implicated in the cartilage ECM 
through BMP2. However, BMP2 could regulate the expression of miR-140 and S100A1 during 
chondrogenesis, but through a SHOX independent manner.  
 
4. SHOX regulates Matn1 expression directly and indirectly, by cooperating with the SOX trio. We 
have identified the minimal region of the Matn1 proximal promoter required for this activation, 
between -478 y +54 bp from the transcription initiation site. In addition, we have identified a variant 
(c.-199C>T) in this region, in a patient with suspected LWD and we subsequently demonstrated that 
this variant reduces MATN1 promoter activation. 
 
5. We have identified NPR2 mutations in   3% of patients with suspected LWD, and none in patients 
with ISS, both without SHOX defects. This lead us to conclude that NPR2 mutations are a cause of 
disproportionate short stature, becoming a differential diagnose for LWD. Testing the dominant effect 
of these variants has been critical for the assessment of their pathogenicity. 
 
6. As with individuals with SHOX alterations, patients with NPR2 mutations show high phenotypic 
variability, but none of them have presented with Madelung deformity. Therefore, we recommend the 
systematic search for NPR2 mutations in patients suspected to have LWD but that do not have 
Madelung deformity and that have screened negative for SHOX alterations.  
 
7. The patient with the p.Glu991Gly NPR2 mutation, is currently being treated with growth hormone 
(rhGH), showing an increase in her height of +1.6 SDS. Thus, in contrast with previous publications, 
it appears that rhGH may be effective if the treatment is started early in the childhood and maintained 
during all the puberty. The creation of a consortium for the assessment of rhGH treatment response in 




8. We have determined that NPPC is a novel short stature gene, through the identification of the 
missense mutations, p.Arg117Gly and p.Gly119Cys, in two families with proportionate short stature 
and small hands. We have gone on to demonstrate that both mutations reduce the ability to synthetize 
cGMP in heterozygosity and totally deplete it in homozygosity. 
 
9. Human recombinant CNP (rhCNP) treatment is currently under research as a treatment for 
achondroplasia. This treatment could be also beneficial for patients with NPPC defects. 
 
10. Finally, we have established a relationship, both physiologic and phenotypic, between SHOX and 
FGFR3 and CNP/NPR-B/GMPc signaling pathways that are two of the most important pathways 
involved in growth regulation. This has allowed us increase the knowledge of the mechanisms that 
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*AD: autosómico dominate. AR: autosómico recesivo. Datos obtenidos de Bonafe et al. 2015.
Gen  Patología (Tipo de herencia*) 
COL2A1 Acondrogénesis tipo 2 (AD) 
Hipocondrogénesis (AD) 
Displasia espondiloepifisaria congénita (AD) 
Displasia espondiloperiférica (AD) 
Displasia de Kniest (AD) 
Síndrome de Stickler tipo 1 (AD) 
COL11A1 Síndrome de Stickler tipo 2 (AD) 
Síndrome de Marshall (AD) 
Fibrocondrogénesis (AR) 
COL11A2 Síndrome de Stickler tipo 3 (AD) 
Displasia oto-espondilo-megaepifisaria (AR, AD) 
COL9A1 Displasia epifisaria múltiple tipo 6 (AD) 
Síndrome de Stickler tipo recessivo (AR) 
COL10A1 Displasia metafisaria de Schmid (AD) 
AGC1 Displasia espondiloepifisaria de tipo Kimberley (AD) 
Displasia espondiloepifisaria de tipo agrecano (AR) 
Osteocondritis disencante familiar (AD) 
COMP Pseudoacondroplasia (AD) 
Displasia epifisaria múltiple tipo 1 (AD) 
MATN3 Displasia epifisaria múltiple tipo 5 (AD) 
MMP9 Anadisplasia metafisaria tipo 2 (AR) 
MMP13 Anadisplasia metafisaria tipo 1 (AR, AD) 
Anadisplasia metafisaria tipo Spahr (AR) 
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Tabla 2. Resumen de los mecanismos de regulación de la placa de crecimiento. 
Mecanismo de 
regulación 
Proteína o Vía Función en la placa de crecimiento  Gen y patología asociada con el crecimiento 
(tipo de herencia*) 
Endocrina GH/IGF-I Aumenta la proliferación de los condrocitos de la zona de 
reserva y de los proliferativos, y disminuye el tamaño de la 
zona hipertrófica (Ohlsson et al, 1992; Hunziker et al, 1994; 
Wang et al, 1999). 
- GH: talla baja (AR) (Wit et al. 1996).  
- GHR: síndrome de Laron (AR) (Amselem et al. 1989). 
- IGF-I: retraso del crecimiento intrauterino y postnatal (AR) y disminución 
leve de la estatura (-1 DE) (AD) (Walenkamp et al. 2005).  
Glucocorticoides Producen la inhibición de la proliferación y el aumento de la 
hipertrofia de los condrocitos (Silvestrini et al 2000; Gafni et 
al. 2001; Kemer et al. 2015).  




Su deficiencia provoca la desorganización de la placa de 
crecimiento y defectos en la diferenciación de los condrocitos 
hacia células hipertróficas (Van Vliet et al. 2003). 
- TSHR: El hipotiroidismo congénito primario está asociado con problemas 
severos en el crecimiento (AR) (Boersma et al. 1996; Marians et al. 2002). 
- THRA: La resistencia a la hormona tiroidea provoca talla baja (AD) 
(Bochukova et al. 2012). 
Estrógenos Bajas concentraciones estimulan el crecimiento y altas 
concentraciones dan lugar a su cese (Ross et al 1983). 
También estimulan la síntesis de GH. 
- ER-α: causa el síndrome de resistencia a estrógenos que cursa con 
sobrecrecimiento (AR) (Smith et al. 1994). 
Andrógenos Estimulan la proliferación y la diferenciación de los 
condrocitos, la producción de matriz extracelular y la 
expresión local de IGF-I (Maor et al., 1999; Krohn et al., 
2003). 
No asociado a ninguna enfermedad relacionada con el crecimiento por el 
momento 
Paracrina FGFs y FGFRs FGFR3 disminuye la proliferación y promueve la 
diferenciación de los condrocitos (Colvin et al. 1996; Deng et 
al. 1996; Ornitz y Marie 2002). 
Los ratones knock-out de Fgf18 y Fgfr3 muestran enanismo 
(Colvin et al. 1996; Liu et al. 2002), y el de Fgf9 presenta 
acortamiento desproporcionado de los segmentos 
esqueléticos proximales (Hung et al. 2007). 
Las más importantes son: 
- FGFR1: síndrome de Pfeiffer, una forma de craneosinostosis (AD) (Muenke 
et al. 1994), enanismo osteoglofónico (AD) (White et al. 2005) y síndrome de 
Kallmann (AD) (Jarzabek et al. 2012). 
- FGFR2: varios tipos de craneosinostosis como síndrome de Crouzon, Pfeiffer 
y Apert (AD) (Wilkie 2005, Cunningham et al. 2007, Park et al. 2012, Sharma 
et al. 2012, Wilkinson et al. 2012). 
- FGFR3: acondroplasia (AD), hipocondroplasia (AD) y craneosinostosis 
(síndrome de Crouzon con acantosis nigricans) (AD) (He et al. 2012, Krejci 
2014).  
- FGF9: síndrome de sinostosis múltiple (AD) (Wu et al. 2009). 
BMP Induce la proliferación e hipertrofia de los condrocitos (De 
Luca et al. 2001).  
- BMP1: osteogénesis imperfecta (AR) (Martinez-Glez et al. 2012). 
- BMP2: braquidactilia tipo A2 (AD) (Su et al. 2011). 
IHH-PTHrP Estimulan la proliferación y diferenciación de los condrocitos 
en la zona proliferativa de la placa de crecimiento 
(Kronenberg et al. 2006; Kobayashi et al. 2005; Mak et al. 
2008). 
- IHH: braquidactilia tipo A1 (AD) (Gao et al. 2001; displasia 
acrocapitofemoral (AR) (Hellemans et al. 2003). 
- PTHrP: braquidactilia tipo E1 (AD) (Klopocki et al. 2010). 
WNT Inhibe la condrogénesis en células precondrogénicas, - WNT1: osteogénesis imperfecta (AR) (Keupp et al. 2013).  
 191 
 
mientras que promueve la hipertrofia en los condrocitos 
proliferativos (Akiyama et al. 2004). 
- WNT3: tetra-amelia (AR) (Niemann et al. 2004). 
- WNT5: causa el síndrome de Robinow (AR) (Person et al. 2010). 
- WNT7A: síndrome de Fuhrmann (AR) (Woods et al. 2006). 
CNP/NPR-
B/GMPc 
Induce la proliferación y la hipertrofia de los conodrocitos 
(Chusho et al. 2001; Tsuji et al. 2005; Sogawa et al. 2007) 
- NPR2: talla baja idiopática (AD), sobrecrecimiento (AD) y displasia 
acromesomélica de tipo Maroteaux (AR) (Bartels et al. 2004; Vasques et al. 
2013; Amano et al. 2014; Wang et al. 2014). 
Epigenética Micro ARNs Regulan varios procesos a lo largo del desarrollo de los 
condocitos (Yang et al. 2011; Michigami 2013). 




RUNX2 Regula la maduración de los condrocitos hacia un estado 
hipertrófico (Enomoto et al. 2001). 
- RUNX2: displasia cleidocranial (AD) (Baumert et al. 2005). 
Trío SOX Juega un papel clave en la diferenciación del cartílago, por si 
solo produce la señal necesaria para que el proceso se lleve a 
cabo (Ikeda et al. 2004). 
- SOX9: displasia campomélica (AD) (Foster et al. 1994; Wagner et al. 1994). 
SHOX Regula la proliferación de los condrocitos e induce su 
apoptosis (Marchini et al. 2004). 
- SHOX: discondrosteosis de Léri-Weill (DLW) (AD) (Shears et al. 1998), 
displasia mesomélica de Langer (DML) (AR) (Shears et al. 2002) y talla baja 
idiopática (TBI) (AD) (Chen et al. 2009). 
SHOX2 Shox2 promueve la condrogénesis en sus primeras etapas y el 
paso de condrocitos proliferativos a hipertróficos (Bobick et 
al. 2012). 
 No asociado a ninguna enfermedad relacionada con el crecimiento por el 
momento 
*AD: autosómico dominate. AR: autosómico recesivo. 
 192 
 
Tabla 5. Secuencia de los cebadores utilizados en la construcción de plásmidos.  




Secuencia del cebador 
Sentido (5´ - 3´)                                                   Antisentido (5´ - 3´) 
Enzimas de restricción Tamaño 
(pb) Extremo 5´ Extremo 3´ 
Luciferasa 
(pGL3Basic) 
Comp Promotor GGAGGAGCAAATGTCTGCTG CTGCTGTCTGCGCCTTCGAG KpnI  XhoI 1926 
miR-140 Promotor GACACACCCAGCAGCCCAGT ACCGACCTCTGCTCAGCTCC XhoI HindIII 1026 
S100A1 Promotor GTACTGCAAGGCCCAGCTT CTCCCCCGCTGACCCCCC XhoI HindIII 248 
Matn1(-2074 a +54) Promotor AACGAAGGCAGTGGGGTATT CCGCCGGAGGTTGGATGCAG KpnI  XhoI 2128 
Matn1(-1212 a +54) Promotor GCATCTACTCACAGCCTTAAGCTCC GCCGGAGGTTGGATGCAG KpnI  XhoI 1264 
Matn1(-998 a +54) Promotor CACTAAGGGCAGGTCCGCTTC GCCGGAGGTTGGATGCAG KpnI  XhoI 1052 
Matn1(-842 a +54) Promotor CAAATGCAACGCAGGAGTGCTC GCCGGAGGTTGGATGCAG KpnI  XhoI 896 
Matn1(-478 a +54) Promotor TGTCGCATTCTTTCTCCCTCTG GCCGGAGGTTGGATGCAG KpnI  XhoI 530 




Comp ADNc CACCGGCAACGGCTCGCACTGCACCGAC CACGCCGCTGGCAGCCTGACGTCTGGTC * * 322 




























El nucleótido mutado está señalado en negrita y subrayado, en el caso de la deleción de 3 pares de bases, una barra invertida indica el lugar de la 












Gen Especie Mutación Secuencia cebador (5’-3’) 
Matn1 G. gallus  Pe1M1 CCATCCCCTTCTCCGAGGGATCGAGCCATTGTGGAGGGG 
  IneM2 GGGCCAAGGCTCCCGCGCGCTAGGCAGCATCCAACCTCCGG 
MATN1 H. sapiens  c.-199C>T GCCAGGCTCTCCTGCCCTCTCAGGG 
  c.-199C>A GCCAGGCTCTCCAGCCCTCTCAGGG 
  c.-198_-196del GCCAGGCTCTC/CCCTCTCAGGG 
NPR2 H. sapiens  p.Ala164Gly GCACTTCAATTGGACTGGCCGTGCTGCCTTGCTGTACC  
  p.Asp256Y GGGGATTATGTCTTCTTTTACCTGTATGTCTTTGGGG 
  p.Thr421Met GAAGCAGATTTGGTGGATGGGACGGCCTATTCCC 
  p.Asn546Tyr CGGTCACTTCAAGGGATATGTTGTCGCCATCAAAC 
  p.Val548del GTCACTTCAAGGGAAATGT/CGCCATCAAACATGTG 
  p.Glu991Gly CACTGCTTCTCGAATGGGGTCTAATGGTCAAGCGC 
  p.Arg1020Trp GCTTCCAGCTAGAGCTTTGGGGGGATGTGGAAATG 
NPPC H. sapiens  p.Arg117Gly GGCCTCAAGCTGGACGGAATCGGCTCCATGAGC 
  p.Gly119Cys GGCCTCAAGCTGGACCGAATCTGCTCCATGAGC 
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Gen Secuencia del cebador 
Sentido (5´ - 3´)                                                   Antisentido (5´ - 3´) 
Diseño propio o referencia 
Comp ACTGCCTGCGTTCTAGTGC CGCCGCATTAGTCTCCTGAA Diseño propio 
Matn1 CTGTGCTTGTGAGTCCATAC CAGGCCACCAGAGTTCTTAG Feenstra et al. 2012 
Col2a1 CCTCCGTCTACTGTCCACTGA ATTGGAGCCCTGGATGAGCA Bobick et al. 2012 
S100a1 CCTTCTGTCGAGAATCTGTTCC TTATATTTGTCCCCTTCCTTGC Diseño propio 
miR-140 TCCTGCAGATGAGTTGTTCTGT AACAGCATGACGTAACCTACCA Yamashita et al. 2012 
Shox2 TGGAACAACTCAACGAGCTGGAGA TTCAAACTGGCTAGCGGCTCCTAT Bobick et al. 2012 
Sox9 ATCTGAAGAAGGAGAGCGAG TCAGAAGTCTCCAGAGCTTG Bobick et al. 2012 
Bmp2 CCTCAAGTCCAGCTGCAAGAG GGTGCCACGATCCAGTCATT Bobick et al. 2012 
Bmp4 CTGCGGGACTTCGAGGCGACACTTCT TCTTCCTCCTCCTCCTCCCCAGACTG Bobick et al. 2012 
Acan TCACTGTTACCGCCACTTTCC TGCTGCTCAGATGTGACTGC Bobick et al. 2012 
Actb TTAATTTCTGAATGGCCCAGGTCT ATTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG Bobick et al. 2012 
Tbp CCGTGAATCTTGGCTGTAAACTTG GTTGTCCGTGGCTCTCTTATTCTC Bobick et al. 2012 
SHOX CCAGAAAAGCAAGGACGGTA TCCCGGTACGTAATGGAATC Diseño propio 
SHOX2 GTGTTCTCATAGGGGCCGCCAGC ACAGCGCTGTCCAGCTGCAGCTGCG Schneider et al.  2011 
SOX6 TGAGGAGCTACCAACACTTGTCA TCGGAAGGAATATAGGGAACATAACT Haag et al. 2008 
SOX9 ACACACAGCTCACTCGACCTTG GGAATTCTGGTTGGTCCTCTCTT Haag et al. 2008 
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*+ 5% DMSO; **+10% DMSO. TD: Touchdown PCR. Temp. Ani.: Temperatura de anillamiento.
Gen Exón Secuencia del cebador 




(pb) MATN1 Promotor** GCTGCAGAGCATGAGGCTAGTG CAAAGGAGCCCTTGTGGTCAGA 62 290 
 Promotor** CCCCAACTGACGACTGACGTG CGGGCCATTGGACTCAGGTATG 62 289 
NPR2 1a* CCCCACCCCATCCCAGTCCCA TACAGGGGAGACGCGAGCAC 63 315 
 1b* CCCCGCCTTCCTCCCATCTCC AGAGCCTCCACAGCTAGTGCCACA 66 335 
 1c* CAGGTGGGGTGCGTCCTC CAGCACCCGCAGTCAGCA 66 333 
 1d* TCCCGGTTGCGTGTACCCTG CCAGTGCTGAGCTTTAGGGACACA 66 443 
 2 CTTTCTTGCTGAAGAGGGACATC AATTCCTGCCTGGTTCCTAGGGTT 65 410 
 3 CCCTTTCAAAGCCTTCAGACTCA AAAGTTGGGCTTGCTCCACA 59 354 
 4 AGGGATGGCACTTTAGGAA TTCTTCTTCAGCCCACTCTATT 59 333 
 5 AGGGTAGACTCTGAGGGAGC GAGAAAACAAATCCCTCATCTAGTA 59 291 
 6 TCCTGGCTGGGTGGTAGGCT AGTGAGGGTGGAGGCCATGAAT 65 308 
 7 GCAGCTTTCCTCCCTTTGCTTTC AGGCTAGAGAGGAAGACGCTGTT 61 444 
 8 CCCTGCAACCCTGCTGTTGG GGGTAAGAAGGGACAGGAACTCAGA 65 255 
 9 TCTCTCCCAGCACATTGGCTTGTAA GGTGGCAGATGGGGATGAGA 65 238 
 10 CTAGCATTTCCTTGTACCCAG CTTACCACTACATAAGAGGACCTTT 59 301 
 11 - 12 TTTTAACTCTTTCAATTTTCTTATC AGGAGAAAAACCACAATCAAA 59 426 
 13 ATCTCATGGAGAGAGGGTATTCTA GCTCATCCCTATATTACTGTCACTC 59 326 
 14 GAGTGACAGTAATATAGGGATGAGC TGAGGGTGATCAAAGGTTTGG 59 320 
 15 GTAAGAGTCAATCCACTACCCACA CCCACTTCATGCACTAGGACTAATG 59 318 
 16 CCCAGGGATAGAAGACTCATTAGT ATGACAGCAAATAATCTATAAGCAG 59 425 
 17 CCTCCCACCTGAAAAGCCTA ATGTGGGAACTCTAGAACAAACTCA TD 67>59 353 
 18 CTTTTGATGGCTTGTGGGTTAAGAA GGTAAGGTGTGTGGGGTTCAG 59 236 
 19 AGACATCTCCTCTCCCCTAGACTCA GTGGAGACTAGGGCTGGAGTGA 59 380 
 20 ACTAGATGCAGTTTCTTCCTTTCG TAAGAAATTGGAGGGATTATGAAAA 59 329 
 21 GCACGGTGCTATACAGTATCAC GGGAGAGTGGACATGATTCAG 59 303 
 22a GATGCTTCCAGCTAGAGCTTCG TGCAGAGGGCTACAACTTCCA 59 394 
 22b AAATGGACATTTTCATATGCAA CCCAAGACTGCTAATTTAGTGA 59 291 
NPPC 1** GCCCTGCAGCCCAGCCAGCC CCACGCGCATCTCGGAGGAG 66 319 




Figura 11. Confirmación de la sobreexpresión de SHOX y SHOX2. Comparación, mediante PCR cuantitativa, de los niveles de 
expresión de los genes SHOX (A) y SHOX2 (B) entre células 10T1/2 de ratón transfectadas con distintas combinaciones de vectores de 
expresión (pcDNA3.1) SHOX, SHOX2 y sus mutantes p.L132V y p.L155V, respectivamente. Los valores de expresión relativa se han 
obtenido mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica representativa de las tres realizadas. 







Figura 17. Confirmación de la sobreexpresión de SHOX, SOX9 y SOX6. Comparación, mediante PCR cuantitativa, de los niveles 
de expresión de los genes SHOX (A), SOX6 (B) y SOX9 (C) entre células 10T1/2 de ratón transfectadas con distintas combinaciones 
de vectores de expresión (pcDNA3.1) de SOX6, SOX9, SHOX y su mutante p.L132V. Los valores de expresión relativa se han 
obtenido mediante el método de las curvas estándar y representan la media +/- DE de una réplica representativa de las tres realizadas. 
SHOX, SOX6 y SOX9 se sobreexpresaron correctamente. 
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Tabla 12. Características antropométricas y fenotípicas de cada probando portador de una variante en NPR2  y sus familiares. 
Variante/ 

















Otras características clínicas 








p.Asp256Tyr Probando 2 
(II.2) 
DLW M 6,6 Sí T: 108 (-2,5) 
E/T: 1,00 
TS/T: 0,52 




 H Adulto Sí T: 155 (-3,5) 
E/T: 1,04 
TS/T: ND 
Prop. No disponible 
 Padre 
(I.1) 
 H Adulto Sí T: 157 (-2,9) 
E/T: 1,04 
TS/T: 0,51  
Prop. Epífisis con forma de cono. 
p.Thr421Met Probando 3 DLW 
 
H 18,5 Sí  
 
T: 156 (-3,2) 
E/T: ND 
TS/T: ND 
Des. Antebrazos cortos. Fenotipo peculiar con rostro largo y 
estrecho.  
p.Asn546Tyr Probando 4 TBI H 12,5 Sí T: 128 (-2,8) 
E/T: 0,99 
TS/T: 0,55  
Prop. Retraso en la edad ósea (1 año).  
 Madre  M Adulto No T: 148 (-2,4) 
E/T: ND 
TS/T: 0,57  
Des. ND 
p.Asn546Tyr Probando 5 DLW H 10,3 Sí T: 124 (-3,1) 
E/T: 0,94 
TS/T: ND 
Des.  Cúbito valgo e hipertrofia muscular.  
 Padre 
 






























Otras características clínicas 
p.Val548del Probando  6 
(II.1) 
DLW H 13,8 Sí T: 140 (-2,9) 
E/T: 0,96  
TS/T: 0,51  
Des. Curvatura del radio, acortamiento mesomélico de las 
extremidades, acortamiento del 4º metacarpo y retraso en la 
edad ósea (2 años).  
 Padre 
(I.1) 




 Madre  
(I.2) 




p.Gly643Glu Probando  7 
(II.1) 
DLW M 9,9 Sí T: 122 (-2,5) 
E/T: 0,93  








 Madre  
(I.2) 








DLW H 10,2 Sí T: 126 (-2,3)  
E/T: 0,95  
TS/T: 0,54  
Des. Hipertrofia muscular.  
 Madre  
(I.2) 
 M Adulto Sí T: 144 (-3,0) 
E/T: 0,94 





































Otras características clínicas 
p.Glu991Gly Probando  9  
(II.1) 
DLW M 6,4* Sí T: 107 (-2,3)* 
E/T: ND* 
TS/T: ND* 
Prop. Paladar hendido, acortamiento de la 5ª falange, hipertrofia 
muscular, malposición dental, epífisis en forma de cono.  
 Hermano 
(II.2) 
 H 7,8 Sí T: 120 (-2,3) 
E/T: 0,98 
TS/T: 0,51  
Prop. Paladar hendido, acortamiento de la 5ª falange, hipertrofia 
muscular y retraso severo de la edad ósea (2 años). 
 Hermana  
(II.3) 
 M 7,8 Sí T: 124 (-0,7) 
E/T: 0,97 
TS/T: 0,51  








 Madre  
(I.2) 
 M Adulto Sí T: 155 (-1,4) 
E/T: ND 
TS/T: ND 
Prop. Paladar hendido, curvatura del radio y espondilitis 
anquilosante. 
p.Arg1020Trp Probando 10 
(II.1) 
DLW M 9,0 Sí T: 124 (-1,5) 
E/T: 0,95 
TS/T: ND 
Des. Acortamiento mesomélico de las extremidades, curvatura de 
las extremidades inferiores, extensión limitada de los codos, 
braquidactilia, especialmente del 5º dígito, frente aplanada, 




 M Adulto ND T: 155 (-1,1) 
E/T =0,96  
TS/T: ND 
Des. Sordera. 
* Datos de la paciente antes de empezar con el tratamiento de Hormona de Crecimiento recombinante humana (rhGH). ** Miembros proporcionados (prop.) o desproporcionados (des.). Medidas 
antropométricas: T: Talla, E/T: proporción Envergadura/ Talla y TS/T: proporción Talla Sentado/Talla. ND: no determina
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Tabla 14. Características antropométricas y fenotípicas del probando con la variante p.Gly119Cys de NPPC  y sus familiares. 
Mut.: mutación.* La talla es tan reducida debido a que esta influenicada por su edad.  ** Miembros proporcionados (prop.) o desproporcionados (des.). *** Tiene artritirs, por lo tanto la medida 
















E/T TS/T Prop. o Des.** Tamaño 
mano, cm 
(DE) 
Otras características clínicas 
p.Arg117Gly Probando 11 
(III.1) 
Sí 13.5 M 145 (-2,3) 
 
0,98 0,55 Prop. 16,5 (-3,7) Pies y manos pequeñas, con acortamiento del 4º 
metacarpo, cubito y genu valgo, hipertrofia de 
las extremidades inferiores e hipertelorismo. 
 Hermana 
(III.2) 
No 11,5 M 147 (-0,4) 0,99 0,52 Prop. 15,5 (-1,4) ND 
 Padre 
(II.4) 
No Adulto H 164 (-1,9) 
 
1,05 0,53 Prop. 19,0 (-1,1) Hipertelorismo, aspecto corpulento y manos 
anchas y cortas. 
 Madre 
(II.5) 
Sí Adulto M 149 (-2,6) 
 
0,97 0,54 Prop. 16,0 (-4,5) Manos y pies muy pequeños (Talla de pie: 34).  
 Tía materna 
(II.6) 
Sí Adulto M 146 (-2,9) 
 
1,02 0,54 Prop. 15,0 (-6,0) ND 
 Tía materna 
(II.7) 
No Adulto M 160 (-0,7) 
 
ND ND ND ND ND 
 Abuelo materno 
(I.3) 
No Adulto H 147 (-4,8)* 
 
1,06 0,55 Prop. 15,0 (-4,2)*** ND 
 Abuela materna 
(I.4) 
Sí Adulto M 138 (-4,3)* 
 
1,04 0,52 Prop. 15,5 (-5,2) Manos pequeñas 
p.Gly119Cys Probando 12 
(II.2) 
No 17 H 160 (-2,1) 
 
1,05 0,51 Prop. 18,4 (-1,3) Sigue creciendo y presenta retraso en el 
crecimiento pero está siendo tratado con 




Sí Adulto M 145 (-2,8) 
 
1,00 0,52 Prop. 17,2 (-2,1) Manos pequeñas 
 Padre 
(I.1) 
Sí Adulto H 157 (-2,8) 
 
0,98 0,52 Prop. 17,7 (-2,1) Manos pequeñas 
 Madre 
(I.2) 
No Adulto M 158 (-0,8) 
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Heterozygous NPR2mutations cause disproportionate
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Context: SHOXmutations have been detected in70%of Léri-Weill dyschondrosteosis (LWD) and
2.5%of idiopathic short stature (ISS) cases, suggesting the implication of other genes or loci. The
recent identificationofNPR2mutations in ISS suggested thatNPR2mutationsmay also be involved
in disproportionate short stature.
Objective: To investigate if NPR2mutations can account for a proportion of the cases referred for
LWD and ISS in whom no SHOX mutation was detected.
Patients and Methods: We undertook NPR2 mutation screening in 173 individuals referred for
suspected LWD and 95 for ISS, with no known defect in SHOX or its enhancers. Intracellular local-
ization and CNP-dependent guanylate cyclase activity were determined for the identified NPR2
variants.
Results: EightNPR2 variants were identified in nine individuals, seven referred for suspected LWD
and two for ISS. Six were demonstrated to affect NPR-B cell trafficking and/or its ability to syn-
thesize cGMP under response to CNP/BNP stimulation. All pathogenic mutations were detected in
the suspected LWD referral group (3%). Interestingly, one of these patients is currently being
treated with rhGH, and in contrast to previous reports is showing a positive response to the
treatment.
Conclusions: NPR2 mutations account for 3% of patients with disproportionate short stature
and/or clinical or radiographic indicatorsof SHOXdeficiencyand inwhomno SHOXdefecthasbeen
identified. However, no patient has yet presented with Madelung deformity. Thus, NPR2 should
be screened in the SHOX negative LWD referrals.
Léri-Weill dyschondrosteosis (LWD,MIM127 300) is askeletal dysplasia characterized by, disproportionate
short stature due to mesomelic limb shortening and the
characteristicMadelung deformity, the bowing and short-
ening of the radius, the distal dislocation of the ulna and
pyramidal configuration of the carpal bones.Otherminor
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abnormalities may include high-arched palate, cubitus
valgus, short fourth metacarpal, micrognathia and mus-
cular hypertrophy (1). Most LWD cases are caused by
heterozygous mutations in SHOX (Short stature homeo-
box-containing gene) or its regulatory regions, located on
the pseudoautosomal region 1 (PAR1) (2–7). Heterozy-
gous SHOX mutations are also observed in a small pro-
portion (2%-5%) of patients with idiopathic short stat-
ure (ISS, MIM 300 582) (1, 8, 9). The penetrance of
SHOX haploinsufficiency is high, but its clinical expres-
sion is very variable with some LWD individuals having
heights within the normal range and others lacking me-
somelic shortening of the limbs or Madelung deformity
(10). The clinical characteristics become more pro-
nounced with age and are often more severe in females.
Auxological analysis of the body proportions, the pres-
enceofminorabnormalities, and subtle radiographic signs
can often be hard to detect, thereby genetic analysis is
required for confirmation.
Defects in both copies of SHOX are associatedwith the
more severe skeletal dysplasia, Langer mesomelic dyspla-
sia (LMD,MIM249 700),with disproportionate extreme
short stature (-5.5 to –7.2 SDS) and marked mesomelic
and rhizomelic limb shortening (11–14).
As in the case of SHOX, homozygous mutations in
NPR2 (Natriuretic peptide receptor B/guanylate cyclase
B) cause a severedysplasia:Acromesomelic dysplasia, type
Maroteaux (AMDM,MIM 602 875) which is phenotyp-
ically similar to LMD in that patients have severe short
stature (-5 SDS in adults), shortening of the extremities,
bowing of the forearm and shortening and widening of
metacarpals and phalanges (15, 16). Furthermore, the
mousemodel carrying aNpr2homozygousmutation, also
exhibited disproportionate dwarfism, short limbs, espe-
cially short bowed radius, short tail and domed skull (17–
19).ManyNPR2mutations reported to date, were shown
to cause the retention of NPR-B in the endoplasmic retic-
ulum (ER), promoting a reduced enzymatic activity due to
impaired cellular trafficking (20). Interestingly, heterozy-
gousNPR2mutation carrier parents were suggested to be
shorter (21), with heights 5.7 cm shorter than population
matched controls (16). This was subsequently confirmed
in a large multigenerational family with a mean –1.4 SDS
height reduction in 16 carriers as compared to 23 noncar-
riers (22). However, no difference was observed for the
sitting height to height (SH/H) ratio between the NPR2
mutation carriers and noncarriers (22). More recently,
NPR2 heterozygous missense mutations have been also
identified in 2%–6% of ISS patients (23–25) suggesting
that NPR2 mutations may account for a significant pro-
portion of the short stature population.
NPR2 codes for NPR-B, a transmembrane receptor re-
lated with endochondral bone growth (16, 22). NPR-B
presents a modular structure: 1) An extracelullar ligand-
binding domain that is able to bind to the natriuretic pep-
tides CNP (Natriuretic peptide precursor C), BNP (Brain
natriuretic peptide), and ANP (Natriuretic peptide A); 2)
a transmembrane region; 3) an intracellular kinase ho-
mology domain, and 4) a carboxyl-terminal guanylate cy-
clase domainwhich, under response to natriuretic peptide
stimulation, produces cyclic guanosine monophosphate
(cGMP) from guanosine triphosphate (GTP) (26). Natri-
uretic peptides participate in the regulation of endochon-
dral bone ossification (CNP, BNP) and cardiovascular
functions (BNP, ANP, CNP), binding to NPR-B with dif-
ferent efficiencies (CNP  ANP  BNP) (27, 28).
Although mutations in SHOX or its enhancers have
been detected in 70% of LWD cases (8, 29, 30), the
molecular defect in the remaining30%isunknown, sug-
gesting that other genes or loci could be implicated in this
syndrome. In this study, we set out to determine if
heterozygous NPR2 mutations could account for a pro-
portion of patients referred for possible LWD and in
whomnomutationwas detected in SHOX or its enhancer
regions. Similarly we studied a cohort of ISS patients with
no SHOX defect, to investigate if NPR2 mutations are
detected in LWD, ISS or both pathologies. A total of 173
patients with suspected LWD and 95 with ISS were
screened for mutations inNPR2. Functional studies were
subsequently performed for the detected variants.
Materials and Methods
Cohort
A total of 173 patients with suspected LWD and 95 patients
with ISS, with no detected alteration in SHOX or its regulatory
regions were included in the study. A suspected LWD diagnosis
included twoormoreof the following features: 1) short stature
–2 SDS (31); 2)Madelung deformity; 3)mesomelic shortening of
the arms, determined visually; 4) presence of one or more sec-
ondary clinical characteristics of SHOX deficiency, as described
previously (1). Armspan/Height (A/H) and SH/H ratios were
classified as abnormal if  0.965 and  0.555, respectively,
according to phenotyping scoring data determined for SHOX
deficiency in 1608 unrelated individuals (1). ISS was defined as
a height -2 SDS with normal GH or IGF levels and propor-
tionate growth. A summary of the sex, age, anthropometric and
clinical details of the two clinical cohorts is shown in Supple-
mental Table 1. All subjects had been extensively analyzed for
mutations in SHOX or its enhancers using MLPA (P018E1/F1/
G1, MRC Holland, The Netherlands), self-designed MLPA as-
says, High ResolutionMelting (HRM) and sequencing (3, 4, 29,
32). All participants provided informed consent for the per-
formed studies and ethical approval was obtained from the re-
spective institutions. Genomic DNA was isolated from periph-
eral blood (Blood kit, QIAGEN, Valencia, CA or Chemagic
2 NPR2 mutations and disproportionate short stature J Clin Endocrinol Metab
The Endocrine Society. Downloaded from press.endocrine.org by [${individualUser.displayName}] on 02 July 2015. at 01:47 For personal use only. No other uses without permission. . All rights reserved.
DNA extraction special, Chemagen, Perkin Elmer Inc,
Germany).
NPR2 mutation screening
The screening of the coding sequences and intron/exon
boundaries of NPR2 (NM 003995.3) was performed using
HRM or Next Generation Sequencing (NGS). Primers were de-
signed with the help of Oligo v.6 software (Molecular Biology
Insights, Inc,Cascade,CO)andSNPCheckV3 (https://ngrl.man-
chester.ac.uk/SNPCheckV3/snpcheck.htm). PCR conditions are
available in Supplemental Table 2. HRMwas performed using a
Lightscanner 96 (BioFire Defense, Salt Lake City, UT). All sam-
ples with an abnormal melting curve were subsequently se-
quenced using the BigDye Terminator V3.1 kit (Life Technolo-
gies,ThermoScientific Inc,Germany) and runonanABI3730XL
Sequencer (Applied Biosystems Foster City, CA). The NGS ap-
proach consisted of a custom designed skeletal dysplasia panel
(SkeletalSeq.V3) of 315 genes/regions using SeqCap EZ library
enrichment (Roche Nimblegen, Madison, WI) and run on a
MiSeq platform (llumina Inc., SanDiego, CA). All variants were
confirmed by direct sequencing, as was family testing.
In silico analysis
Conservation and pathogenicity prediction analysis of the
identifiedNPR2 variants was carried out using Alamut V2.6–1
software (Interactive Biosoftware, France). Population frequen-
cies of the detected variants were assessed using the Exome Ag-
gregation Consortium (ExAC) data
(http://exac.broadinstitute.org/).
Cell culture
COS-7 and human osteosarcoma (U2OS) cells were main-
tained in Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM, Life
Technologies, Carlsbad, CA), supplemented with 10% fetal bo-
vine serum (FBS, Life Technologies) and 1% penicillin/strepto-
mycin (Life Technologies) at 37°C in 5%CO2. Cells were trans-
fected using FuGene 6 (Promega, Madison, WI) according to
manufacturer´s instructions.
Plasmid construction
The HA-tagged NPR-B wild-type and p.Arg110Cys mutant
expression vectors (33) were kindly donated by Dr. Amano and
Dr. Hasegawa (Keio University School of Medicine, Tokyo, Ja-
pan). The HA tagged expression vectors containing the detected
NPR-B mutants were generated by site-directed mutagenesis
(QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit, GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) following the manufacturer´s recommenda-
tions. Mutagenesis primers can be found in Supplemental Table
3. All expression vectors were verified by sequencing.
Inmunocytochemistry
Inmunocytochemistry was undertaken as previously de-
scribed (34). Basically,U2OScellswere transiently cotransfected
with pHA-NPR-B wild-type or mutants and the endoplasmic
reticulummarker pRED-Calreticulin (CALR, Origene Technol-
ogies Inc, Rockville, MD) expression vector. Anti-HA mouse
monoclonal (Sigma-Aldrich, San Louis, MO) and Alexa fluor
488 goat antimouse (Life Technologies), both diluted at 1/2000,
were used as primary and secondary antibodies, respectively.
Cells were counterstained with diamino-2-phenylindole (DAPI,
Sigma-Aldrich) and mounted with DePeX mounting medium
(BDH, Merck Chemicals Ltd, UK). NPR-B, CALR and DAPI
intracellular localizationswere visualizedusing aLeicaDM5500
B fluorescent microscope (Leica Microsystems GmbH, Ger-
many). Two biological replicates were undertaken.
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
ELISA assays were carried out as previously described with a
few modifications (23). COS-7 cells were seeded on 12-well
plates. After 24 hours, cells were transiently transfected with
pHA-NPR-B wild-type (WT), NPR-B mutants or empty vector
(EV). After 48 hours post-transfection, cellswere incubatedwith
100 nM of CNP-22 (Bachem, Switzerland) in DMEM for 20
minutes. Subsequently 0.1MHClwas added to stop endogenous
phosphodiesterase activity, stabilize the released cGMP and lyse
the cells.Cell lysateswere centrifugedat600g for10minutes and
the supernatants were isolated. The cGMP levels in the super-
natant were measured using the cGMP Complete ELISA kit
(ENZO Life Sciences Inc, Farmingdale, NY). Each mutant was
analyzed in triplicate and at least two biological replicates were
performed. Student´s t-tests, using SPSS v15.0 for Windows,
were carried out to compare the differences between WT and




We analyzed the coding and intron-exon sequences of
NPR2 in 173 patients with suspected LWD and 95 with
ISS with no known SHOX/PAR1 defect. Eight variants,
seven missense and one in frame codon deletion, were
detected in nine individuals, seven LWD referrals and two
ISS (Table 1). Six of the detected variants have not been
previously described in AMDM or ISS patients while the
p.Arg819Cys mutation has been previously reported as a
pathogenic variant (23). The p.Asp256Tyr, p.Val548del,
p.Glu991Gly and p.Arg1020Trp variants have not been
observed in the large population exome studies (ExAc)
while the other four have been observed at extremely low
allelic frequencies (Table 1). The conservation of the af-
fected amino acids and the pathogenicity predictions are
shown in Table 1. Cosegregation studies were undertaken
where possible (n  5, Supplemental Figure 1). The
p.Asp256Tyr (Proband 2), p.Val448del (Proband 6),
p.Arg819Cys (Proband 7) and p.Glu991Gly (Proband 8)
variants cosegregated with the phenotype. The cosegre-
gation analysis of the p.Asn546Tyr (Proband 4) variant
was inconclusive, whereas the p.Ala164Gly variant (Pro-
band 1) did not cosegregate with the short stature pheno-
type. The phenotypic characteristics of the probands with
NPR2 variants and their relatives are shown in Table 2.
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Functional characterization of NPR-B variants
In order to functionally evaluate the pathogenicity of
the identified variants, we first determined if they affected
NPR-B cell trafficking. For this purpose, we transiently
transfected the wild type and variant cDNAs and sub-
cloned them into an HA-expression vector in human os-
teosarcoma cells (U2OS). Their intracellular localization
was determined by immunocytochemistry using antibod-
ies against NPR-B and the ERmarker, CALR. TheNPR-B
variants p.Ala164Gly, p.Asn546Tyr, p.Val548del and
p.Glu991Gly were located at the cell surface while three
mutants, p.Asp256Tyr, p.Thr421Met and
p.Arg1020Trp, colocalized with the ER (Figure 1).
Secondly, we analyzed the receptor activity of all iden-
tified variants by assessing the CNP-dependent guanylate
cyclase activity. Four of the analyzed mutants:
p.Asp256Tyr, p.Val548del, p.Glu991Gly and
p.Arg1020Trp showed a total absence of cGMP synthesis,
similar to that of unstimulated wild type and the control
mutant p.Arg110Cys (Figure 2A), while p.Thr421Met
showed a 61% activity decrease. The p.Ala164Gly and
p.Asn546Tyr mutants only showed moderate reductions
in cGMP synthesis, 19% and 31%, respectively (Figure
2A). As we had detected the variants in a heterozygous
state, we also analyzed if they had a dominant negative
effect by cotransfecting each mutant with NPR-B wild-
type, at a ratio 1:1. We observed a highly significant re-
duction of CNP-stimulated cGMP synthesis as compared
to cells cotransfected with wild-type and empty vector
with six of the NPR-B mutants tested, indicating a dom-
inant negative effect. However, the p.Ala164Gly and
p.Asn546Tyr mutants did not show a significant reduc-
tion when cotransfected with the wild type (Figure 2B),
suggesting that they did not have a dominant negative
effect in the heterozygous state. Thus, functional analysis
confirmed that six of the NPR2 mutations, including the
previously reported mutation, as pathogenic mutations
(Table 3).
Discussion
A total of eight NPR2 variants were identified in nine
individuals, seven of the 173 patients referred for sus-
pected LWD and two from the cohort of 95 ISS, all of
which had been previously excluded for SHOX/PAR1 de-
fects. First, the pathogenicity of the identifiedNPR2 vari-
ants was assessed using in silico prediction tools. Seven of
the eight variants were predicted to be pathogenic while
only the p.Ala164Gly mutation was classified as non-
pathogenic. Only one of the identified variants,
p.Arg819Cys, had been previously reported in an ISS pa-
tient, and functionally demonstrated to be pathogenic
(23). Therefore, functional studies were undertaken for
the characterization of the additional seven NPR2 vari-
ants identified.
Six of theNPR2 variants were confirmed to be patho-
genic mutations, three were shown to cause the retention
Table 1. Eight NPR2 variants observed in nine individuals referred for suspected LWD (n  173) and ISS (n  95),
all with no SHOX defect. The protein domain, cosegregation analysis and pathogenicity predictions are indicated for
each variant.
Proband cDNA Exon Amino acid Domain Country Cosegregation† SIFT Mutation tester Polyphen
1 (ISS) c.491CG 1 p.Ala164Gly Ligand binding Brazil No 0.05 0.925 0.065
Tol. Polymorphism Benign
2 (LWD) c.766GT 2 p.Asp256Tyr Ligand binding Spain Yes 0 1 0.962
Del. Disease-causing Damaging
3 (LWD) c.1262CT 6 p.Thr421Met Ligand binding Spain ND 0 0.883 0.090
Del. Disease-causing Benign
4 (LWD) c.1636AT 10 p.Asn546Tyr Kinase homology Brazil NI 0 0.999 0.885
Del. Disease-causing Damaging
5 (ISS) c.1636AT 10 p.Asn546Tyr Kinase homology Spain ND 0 0.999 0.885
Del. Disease -causing Damaging
6 (LWD) c.1641 1643del 10 p.Val548del Kinase homology Spain Yes - - -
7 (LWD) c.2455CT* 16 p.Arg819Cys – Spain Yes 0 1 1.000
Del. Disease-causing Damaging
8 (LWD) c.2972AG 20 p.Glu991Gly Guanylate cyclase Spain Yes 0 1 1.000
Del. Disease-causing Damaging
9 (LWD) c.3058CT 21 p.Arg1020Trp Guanylate cyclase Spain ND 0 1 1.000
Del. Disease-causing Damaging
All variants were localized at highly conserved amino acids. *This mutation has been previously described in one Brazilian family and its
pathogenicity has been previously demonstrated (23). †Cosegregation details are shown in Supp Fig 1. ND: Not determined; NI: non-informative,
Tol: tolerated, Del: deleterious.
Frequencies of the variant in the large sequencing project data (ExAC: 60 706 European (non-Finnish and Finnish), African, Asian and Latino
individuals). Variants c.766GT, c.1636AT, c.2972AG and c. 3058CT have not been observed. Variant c.491CG (rs62637657) has been
observed in 3/66 522 European (Non-Finnish) and 1/10 378 African American chromosomes (total 4/121 138). Variant c.1262CT (rs140361919)
has been observed in 5/66 712 European Non-Finnish, 4/10 402 African and 1/16 510 Asian chromosomes (Total 10/121 322). Variant c.2455CT
has been observed in 2/66 740 European non-Finnish and 1/11 574 Latino chromosomes (total of all studied populations 3/121 406).
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of NPR-B in the ER, resulting in a reduced enzymatic
guanylate cyclase activity, due to impaired cellular traf-
ficking. However, the p.Thr421Met mutant behaved dif-
ferently to the other two ER retained mutants, showing
39% of wild type cGMP activity, suggesting that some
residual trafficking may still exist, despite not being ob-
served in the immunochemical assay. ThreeNPR2muta-
tions did not affect the ability to translocate to the plasma




member Referral Gender Age
Mutation/
Variant Anthropometric measurements (SDS)
Dis. or
Prop. Other clinical characteristics
LWD/ ISS (M/F) (y) (Y/N)
p.Ala164Gly Proband 1 ISS M 1.3 Y H: 72 (-2.5) Prop ND
A/H: ND
SH/H: ND
Mother F Adult N H: 144 (-3.0) Prop ND
A/H: ND
SH/H: ND
p.Asp256Tyr Proband 2 LWD M 6.6 Y H: 108 (-2.5) Prop High-arched palate, cubitus valgus,
muscular hypertrophy cone-shaped epiphysis.
A/H: 1.00
SH/H: 0.52
Brother M Adult Y H: 155 (-3.5) ND ND
A/H: 1.04
SH/H: ND
Father M Adult Y H: 157 (-2.9) ND Cone-shaped epiphysis.
A/H: 1.04
SH/H: 0.51
p.Thr421Met Proband 3 LWD M 18.5 Y H: 156 (-3.2) Dis Short forearms. Peculiar phenotype
with long narrow face.
A/H: ND
SH/H: ND
p.Asn546Tyr Proband 4 LWD M 12.5 Y H: 128 (-2.8) Prop Delayed bone age (1 yr).
A/H: 0.99
SH/H: 0.56
Mother F Adult N H: 148 (-2.4) Dis ND
A/H: ND
SH/H: 0.57
p.Asn546Tyr Proband 5 ISS M 10.3 Y H: 124 (-3.1) Dis Cubitus valgus and muscular hypertrophy.
A/H: 0.94
SH/H: ND
Father M Adult ND H: (3.1) ND ND
A/H: ND
SH/H: ND
p.Val548del Proband6 (II.1) LWD M 13.8 Y H: 140 (-2.9) Dis Bowing of radius, mesomelic shortening of limbs, short 4th
metacarpal & delayed bone age (2y).
A/H: 0.973
SH/H: 0.51
Father M Adult N H: 168 (-1.5) ND ND
(I.1) A/H: ND
SH/H: ND
Mother F Adult Y H: 145.6 (-2.7) ND ND
(I.2) A/H: ND
SH/H: ND
p.Arg819Cys Proband 7 LWD M 10.2 Y H: 126 (-2.3) Dis Muscular hypertrophy.
A/H: 0.95
SH/H: 0.54
Mother F Adult Y H: 144 (-3.0) Dis ND
A/H: 0.94
SH/H: 0.56
p.Glu991Gly Proband 8 LWD F 6.4* Y H: 107 (-2.3)* Prop High-arched palate, short 5th phalange, muscular hypertrophy,
dental malpositioning, cone-shaped epiphysis.
(II.1) A/H: ND*
SH/H: ND*
Brother M 7.8 Y H: 120 (-2.3) Prop High-arched palate, short 5th phalange, muscular hypertrophy
and severely delayed bone age (2 yr).
(II.2) A/H: 0.98
SH/H: 0.51
Sister F 6.8 Y H: 123.8 (-0.7) Prop Short 4–5th metacarpals.
(II.3) A/H: 0.973
SH/H: 0.51
Father M Adult N H: 169.8 (-1.2) Prop ND
(I.1) A/H: ND
SH/H: ND
Mother F Adult Y H: 155.5 (-1.4) Prop High arched palate, bowing of radius. Ankylosing spondylitis.
(I.2) A/H: ND
SH/H: ND
p.Arg1020Trp Proband 9 LWD F 9.0 Y H: 124.5 (-1.5) Dis Mesomelic limb shortening, lower leg bowing, limited extension of the elbows,
brachydactyly, especially of 5th digit, flattened forehead, hypertelorism
and strabismus, high- arched palate, dental malpositioning.
A/H: 0.956
SH/H: ND
Mother F Adult ND H:155 (-1.1) Dis Deafness
A/H  0.965
SH/H: ND
LWD: Léri-Weill dyschondrosteosis, ISS: Idiopathic short stature; Y:Yes; N: No; ND: Not documented: H: Height; A/H: armspam length; SH: Sitting
height; Dis: disproportional growth; Prop: proporcional growth. * Data at 6.4 yr, prior to GH treatment. Further data is available in supplemental
data.
doi: 10.1210/jc.2015-1612 press.endocrine.org/journal/jcem 5
The Endocrine Society. Downloaded from press.endocrine.org by [${individualUser.displayName}] on 02 July 2015. at 01:47 For personal use only. No other uses without permission. . All rights reserved.
membrane but showed reduced cGMP synthesis. All six
mutations were shown to have a dominant negative effect
over thewild type form.Only threeNPR-Bmutants forms
showed impaired cellular trafficking, a frequency similar
to that previously observed in short stature individuals
(3/5), while very different to that reported in AMDM pa-
tients, in whom most NPR2 missense mutants (11/12)
were retained in the ER and showed reduced enzymatic
activity (20, 23, 24). Although the cellular localization has
only been studied in a total of 23 NPR-B mutants so far
(20, 23, 24), there is no apparent correlation between the
domain locationof themutationsand their ability to trans-
Figure 1. Intracelullar localization of the NPR-B mutants. U2OS cells
were transfected with NPR-B WT (A), p.Arg110C (R110C) mutant (B)
as an ER retention control (24) or each mutant identified in our cohort
(C-I). Intracellular localization of NPR-B (green), ER marker CALR (red)
and nuclei with DAPI (blue).The three fluorescent images are merged
in the fourth column. Images are at 20x magnification. The NPR-B
mutants: p.Ala164Gly (A164G), p.Asn546Tyr (N546Y), p.Val548del
(V548del) and p.Glu991Gly (E991G) all showed cell surface localization
while the p.Asp256Tyr (N256Y), p.Thr421Met (T421M) and
p.Arg1020Trp (R1020W) mutants were retained in the ER. Identical
results were obtained in two independent experiments.
Figure 2. CNP-dependent guanylate cyclase activity of wild type NPR-
B and mutants. A, Guanylate cyclase activity of COS-7 cells transfected
with NPR-B wild-type (WT) or mutants (A164G, D256Y, T421M,
N546Y, V548del, E991G and R1020W) and the positive control
(R110C), stimulated with CNP. CNP-dependent receptor activity is
expressed as a percentage relative to CNP-stimulated NPR2-B WT. All
mutants showed a reduction in CNP-dependent cGMP synthesis, to
different degrees. B, cGMP activity of COS-7 cells transfected with a
1:1 ratio of NPR-B wild-type and empty vector (EV) or mutants, and
treated with CNP. CNP-stimulated cGMP values are expressed as a
percentage relative to CNP-stimulated WT/EV. Five mutants showed a
dominant negative effect. Bars are standard deviations of the mean.
Each assay was undertaken in triplicate and two biological replicates
were performed. Significant p-values are indicated with asterisks (*P 
.05 and ** P  .01).
6 NPR2 mutations and disproportionate short stature J Clin Endocrinol Metab
The Endocrine Society. Downloaded from press.endocrine.org by [${individualUser.displayName}] on 02 July 2015. at 01:47 For personal use only. No other uses without permission. . All rights reserved.
locate to the plasma membrane, whereas all mutants
caused a reduced capacity to synthesize cGMP.
The remaining two NPR-B variants, p.Ala164Gly and
p.Asn546Tyr, identified in two ISS patients, did not show
any dominant negative effect when cotransfected with the
wild type construct. Both were transported to the cell
membrane and showed a milder reduction of cGMP syn-
thesis in the homozygous state. This emphasizes the utility
of the cotransfection assays for the functional assessment
of the dominant negative effect of novel NPR-B variants
on cGMP synthesis capacity, emulating the heterozygous
state. Moreover, cosegregation analysis did not confirm
cosegregation of the p.Ala164Gly variant with the short
stature phenotype within the examined family, nor in a
second family, in which this variant was recently reported
as a VOS (25). Hence, in contrast to previous studies (23,
24), we did not find any NPR2 pathogenic defects in pa-
tients classified as ISS, probably because we used a more
stringent definition of ISS, according to Cohen et al, 2006
(ref 35), so as to determine which patient should be tested
for NPR2 mutations.
The previously reported p.Arg819Cys mutation (23)
was also identified in proband7.At age 10, he had aheight
SDS of –2.3, (A/H) ratio of 0.95, SH/H ratio of 0.54 and
muscle hypertrophy, ie, disproportionate short stature
and shortening of the upper limbs. His carriermother also
has disproportional short stature (-3.0 SDS), andA/H and
SH/H ratios of 0.94 and 0.56, respectively, indicative of
shortening of the upper and lower limbs. The previously
reported Brazilian patient, aged 17, had proportional
short stature (height –2.4 SDS, SH/H 1.3 SDS) and short-
ened metacarpals while his mother had normal height
(-1.7 SDS) but had altered SH/H ratio of 0.57, suggesting
shortening of the lower limbs. Thus, the phenotypic ex-
pressionof the p.Arg819Cysmutation is highly variable in
the two examined families.
Interestingly, probands 2 and 8 presented with cone-
shaped epiphyses, probands 8 and 9 with short phalanges
andproband8 also presentedwith a broad forehead, all of
which are clinical and radiological features described in
patients with homozygous NPR2 mutations (AMDM).
Dental malpositioning was also described in probands 8
and 9, a feature previously not reported in patients with
NPR2 or SHOXmutations, ie, expanding the phenotypic
spectrum of clinical features associated with NPR2 mu-
tations, though the implication of other factors is not
excluded.
Hence, in this study, disproportionate short stature
and/or phenotypic or radiographic indicators of SHOX
deficiency were observed in all individuals with patho-
genicNPR2mutations. This observation is not surprising
sinceAMDMpatientswithNPR2homozygousmutations
have severe disproportional short stature. Nevertheless,
due to the high clinical heterogeneity observed in individ-
uals with SHOX haploinsufficiency, it is quite under-
standable why these patients were referred as suspected
LWD cases. Moreover, previous reports have shown that
SHOX activates the NPPB promoter causing an increase
in BNP (36), which may either directly influence NPR-B
signaling or indirectly increase local CNP levels by satu-
rating theNPR-C receptor. SHOXalso activates aggrecan
(ACAN) andFGFR3 expression in humanU2OScells (37,
38) and Col2A1 and ACAN in chicken micromasses (39)
while down regulating FGFR3 in chicken micromasses
(38). Likewise, CNP enhances the synthesis of collagens
(Col2A1) and proteoglycans (aggrecan), and influences
cell proliferation, indicating a switch from proliferative to
differentiated and hypertrophic chondrocytes, mediated
by NPR-B (40). Therefore, SHOX and NPR-B and their
downstream targets appear to be implicated in common
growth pathways, which could explain why similar phe-
notypes are observed in individuals with SHOX and
NPR2 mutations.
Interestingly, none of the patients with NPR2 muta-
tions presented to date with the Madelung deformity, the
most characteristic abnormality of LWD. This absence is
a phenotypic feature which may be helpful for the differ-
ential diagnosis of disproportionate short stature caused
Table 3. Functional characterization of the NPR-B mutants. Cellular localization studies were undertaken using











A164G - 81 - Non-pathogenic
D256Y  1.15  Pathogenic
T421 M  39  Pathogenic
N546Y - 69 - Non-pathogenic
V548del - 0.20  Pathogenic
R819C* - 2  Pathogenic
E991G - 0.03  Pathogenic
R1020W  0.05  Pathogenic
* Functional studies previously reported (23).
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by autosomic dominant NPR2 mutations. Nevertheless,
wehave tokeep inmind thatMadelungdeformitymaynot
be observed before 6 years old (41), although the condi-
tion canbecomeapparent earlier in some cases. Therefore,
we should wait for the prepubertal patients with NPR2
mutations, to complete their puberty in order to definitely
confirm the absence of theMadelung deformity. For now,
our opinion is that these patients have phenotypic char-
acteristics of the heterozygous form of AMDM, which is
similar to that observed in many LWD individuals but it
cannot be classified as LWD, as no individual has Mad-
elung deformity.
Recombinant human growth hormone (hGH) (rhGH)
is indicated for patients with SHOX haploinsufficiency.
Improvements in height (1.3 SDS) was observed inmost
individuals and 57% of them achieved a final height –2
SDS (42). In contrast, few patients withNPR2mutations
have been treated with rhGH, showing no or mild im-
provements on height (23–25). An initial good response
observed in proband 8 (Supplemental Figure 2) suggests
that rhGH treatment may be beneficial for patients with
heterozygous NPR2 mutations if the treatment is started
at an early age. Nevertheless, larger prospective studies
will be necessary to confirm this.
In summary, in our study6/173 (3%) suspectedLWD
referrals were found to have a heterozygous mutation in
NPR2while nomutationwas found in the ISS cohort (n
95). Functional analysis of the identified pathogenic mu-
tations demonstrated a dominant negative effect on the
CNP-dependent guanylate cyclase activity, resulting in a
decreased cGMP synthesis, as the likely molecular mech-
anism implicated in the etiology of disproportionate short
stature. Hence, NPR2 mutation screening is recom-
mended in LWD suspected individuals withoutMadelung
deformity in whom no alteration was detected in SHOX
or its enhancers.
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Abstract
SHOX and SHOX2 transcription factors are highly homologous, with even identical homeodomains. Genetic alterations in
SHOX result in two skeletal dysplasias; Le´ri-Weill dyschondrosteosis (LWD) and Langer mesomelic dysplasia (LMD), while no
human genetic disease has been linked to date with SHOX2. SHOX2 is, though, involved in skeletal development, as shown
by different knockout mice models. Due to the high homology between SHOX and SHOX2, and their functional redundancy
during heart development, we postulated that SHOX2 might have the same transcriptional targets and cofactors as SHOX in
limb development. We selected two SHOX transcription targets regulated by different mechanisms: 1) the natriuretic
peptide precursor B gene (NPPB) involved in the endochondral ossification signalling and directly activated by SHOX; and 2)
Aggrecan (ACAN), a major component of cartilage extracellular matrix, regulated by the cooperation of SHOX with the SOX
trio (SOX5, SOX6 and SOX9) via the protein interaction between SOX5/SOX6 and SHOX. Using the luciferase assay we have
demonstrated that SHOX2, like SHOX, regulates NPPB directly whilst activates ACAN via its cooperation with the SOX trio.
Subsequently, we have identified and characterized the protein domains implicated in the SHOX2 dimerization and also its
protein interaction with SOX5/SOX6 and SHOX using the yeast-two hybrid and co-immunoprecipitation assays.
Immunohistochemistry of human fetal growth plates from different time points demonstrated that SHOX2 is coexpressed
with SHOX and the members of the SOX trio. Despite these findings, no mutation was identified in SHOX2 in a cohort of 83
LWD patients with no known molecular defect, suggesting that SHOX2 alterations do not cause LWD. In conclusion, our
work has identified the first cofactors and two new transcription targets of SHOX2 in limb development, and we
hypothesize a time- and tissue-specific functional redundancy between SHOX and SHOX2.
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Introduction
Alterations of SHOX and its enhancers have been reported in
two skeletal dysplasias: Le´ri-Weill dyschondrosteosis (LWD, MIM
127300) and Langer mesomelic dysplasia (LMD, MIM 249700) as
well as in a small proportion of individuals with idiopathic short
stature (MIM 300582) [1–9]. Heterozygous mutations in SHOX or
its enhancers results in LWD, a disproportionate short stature
syndrome due to mesomelic shortening of the limbs, and the
typical abnormality of the forearms known as Madelung
deformity, characterized by the bowing of the radius and dorsal
dislocation of the distal ulna. LMD is due to homozygous or
compound heterozygous mutations in SHOX or its enhancers,
resulting in severely disproportionate short stature with marked
mesomelic and rhizomelic limb shortening. The estimated
prevalence of SHOX haploinsufficiency is 1 in 1000 individuals
[10].
The clinical symptoms produced by SHOX alterations, reflect its
molecular function and also its expression pattern during limb
development. SHOX belongs to the paired-related homeodomain
family of transcription factors [11]. Two major SHOX isoforms
exist, SHOXa and SHOXb [1], both containing a homeodomain
(HD), but only SHOXa (which from now will be called in this
paper SHOX) acts as a transcriptional activator in osteogenic cells
via its transactivation domain, the OAR (Otp, Aristaless, Rax),
which is absent in SHOXb. SHOX has been shown to regulate
various genes involved in limb development: directly regulating
the transcription of the natriuretic peptide precursor B gene
(NPPB, MIM 600295) [12] which encodes the brain natriuretic
protein (BNP), and fibroblast growth factor receptor 3 gene
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(FGFR3, MIM 134934) [13], two genes involved in the signalling
of endochondral ossification. In contrast, SHOX cooperates with
the SOX trio, via its protein interaction with SOX5/SOX6, to
regulate the Aggrecan gene (ACAN, MIM 155760) which encodes
a major component of cartilage extracellular matrix [14].
Recently, the homeobox transcription factor HOXA9, which is
thought to be important in limb patterning [15], has been
identified as the first regulator of SHOX expression [16].
During limb development, SHOX is principally expressed in
the mesomelic portions of the limbs [17,18], in the mesenchymal
cells during the first steps of chondrogenesis [17,18] and in the
developing chondrocytes of the human growth plate throughout
endochondral ossification [14,19].
SHOX2 is the human paralog of SHOX, presenting a global
homology of 83% and identical homeodomains [11]. Two
SHOX2 isoforms exist, SHOX2a (which we call SHOX2 from
now onwards) and SHOX2b, which differ only in their N-terminal
regions [11]. However, the functional significance of these
isoforms remains elusive.
Whilst no ortholog for SHOX exists in mice, an ortholog of
SHOX2 does exist [17]. The first Shox2 knockout mouse was
embryonically lethal, but it revealed the importance of this gene in
palatogenesis and heart and limb development [20]. Subsequent
analyses of different Shox2 knockout mice and in xenopus showed
that Shox2 participates in an intricate signalling pathway that
regulates the sinoatrial node formation and pacemaking function
[21–24].
Different conditional Shox2 knockout mice models have showed
severe rhizomelic limb but also mesomelic hindlimb shortening
[20,25,26]. Shox2 regulates progression through chondrogenesis
at two distinct stages, it prevents the onset of early chondrocyte
differentiation and it controls the transition from mature to
hypertrophic chondrocytes, regulating the expression of, among
others, Sox9, Sox6, Acan, Col2a1, Col10a1, Bmp2, Bmp4, Runx2 and
Runx3 [26,27]. When Shox2 is deleted from developing chondro-
cytes, Bmp4 expression is significantly increased, driving chon-
drocyte maturation and hypertrophy. However, when Shox2 is
deleted earlier in the limb bud, as in micromass cultures of Shox2
mutant limb cells or in primary mouse bone marrow mesenchymal
stem cells, only a modest increase in Bmp4 expression occurs,
sufficient to trigger early chondrogenesis but not enough to drive
chondrocyte maturation and hypertrophy [26,27].
We set out to determine whether SHOX2 could regulate the
same transcription targets and interact both with SHOX and its
cofactors, SOX5 and SOX6, during limb development as: 1)
SHOX and SHOX2 are highly homologous; 2) both are expressed
in the developing limbs, even overlapping in some regions [17,18];
3) they possess similar transcriptional activities [22]; and 4)
functional redundancy between these proteins has been demon-
strated in the regulation of sinoatrial node formation and
pacemaking function [28].
Using luciferase reporter assays, we show that SHOX2, like
SHOX, has the capacity to activate directly NPPB whilst requiring
the SOX trio to activate ACAN. Moreover, using yeast two-hybrid
assays and co-immunoprecipitation we have characterized the
domains implicated in the dimerization of SHOX2 and its
interaction with SHOX, SOX5 and SOX6. Immunohistochem-
istry of human fetal growth plates demonstrated that SHOX2 is
coexpressed with SOX5, SOX6, SOX9 and SHOX. Taken
together, our work has identified the first cofactors and two new
transcription targets of SHOX2 in limb development.
Materials and Methods
Generation of recombinant constructs
The full-length cDNA of SHOX2a (NM_006884.3) was obtained
by eliminating a 70 bp region of the IMAGE SHOX2 clone
4122010 (Source Biosource, Berlin, Germany). The two regions of
interest of this clone were amplified (PCRs A and B) and then
fused by PCR ligation using appropriate oligonucleotides (Table
S1 in File S1). The obtained product was subsequently cloned
using the TA-cloning kit (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) and then subcloned into different plasmids. The
SHOX2b (NM_003030.4) and various SHOX2a fragments were
amplified using the SHOX2a cloned region and appropriate
oligonucleotides (Table S1 in File S1). The SHOX2a missense
mutations and various SHOX2a fragments were created using the
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (GE Healthcare,
Fairfield, Co, USA), appropriate mutagenic oligonucleotides and
different plasmids as templates (Table S2 in File S1). The SHOX,
SOX5, SOX6 and SOX9 clones were as previously described
[14].
The NPPB 1030 bp promoter was amplified using oligos and
PCR conditions as previously described [12], cloned into the
pCR2.1 vector (Invitrogen) and then subcloned into pGL3-Basic
luciferase vector (Promega, Madison, WI, USA). The Acan
enhancer plasmid (4XA1)pCol2Luc [29] was kindly donated by
Dr Veronique Lefebvre.
Cell culture
Human osteosarcoma (U2OS, ATCC HTB-96) and human
embryonic kidney 293 cells (HEK293, ATCC CRL-1573) were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen
Gibco BRL), supplemented with 10% fetal bovine serum
(Invitrogen Gibco BRL) and 1% penicillin and streptomycin
(Invitrogen Gibco BRL). Cells were cultured at 37uC and 5%
CO2.
Luciferase assay
Luciferase assays were performed with U2OS cells as previously
described [14]. Transient transfections in U2OS or stable U2OS
cell lines expressing SHOX under an inducible system have
proven to be very valuable tools allowing the initial characteriza-
tion of the function of SHOX and SHOX2 and the identification
of their target genes and cofactors [11–14,16,27,30]. Basically,
cells were transfected using FuGene (Roche Applied Bioscience,
Switzerland) at a DNA:Fugene ratio of 2:1 with different
combinations of SHOX, SHOX2, SOX5/SOX6 and SOX9
expression plasmids and reporter vectors. In the case of NPPB
reporter assays, 200 ng pRL-TK, 1500 ng reporter plasmid and
250 ng expression plasmids was employed whilst, in the Acan
reporter assays, 1.5 ng pRL-SV40, 750 ng reporter vector and
125 ng expression plasmids were added. Samples were normal-
ized, firstly, with respect to the Renilla luciferase activity and then
to that transfected with the empty reporter plasmid. Each
combination was transfected three times, and three biological
replicates were analyzed. Statistical analyses were undertaken with
SPSS v15.0 for Windows. We employed one-factor analysis of
variance (ANOVA) with the Bonferroni post hoc test for analysing
the results of luciferase assay.
Yeast two-hybrid assay
The yeast two-hybrid assay was undertaken as previously
described [14]. All values represent the mean and standard
deviation of five independent transformation experiments, each
performed in triplicate.
NPPB and ACAN, Two Transcription Targets of SHOX2
PLOS ONE | www.plosone.org 2 January 2014 | Volume 9 | Issue 1 | e83104
Co-immunoprecipitation and Western blot analysis
Immunoprecipitations were carried out in HEK293 cells as
previously described [14]. Western blot analyses were undertaken
using the following rabbit polyclonal antibodies: anti-SHOX [30]
at a dilution of 1:3000, anti-SHOX2 (SAB2102137, Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA) at a dilution of 1:1000, anti-
SOX5 (Ab26041, Abcam, Cambridge, UK) and SOX6 (Sc-20092,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) at a dilution 1:2000.
No cross reactivity was observed between SHOX2 and SHOX
(Fig. S1 in File S1).
Immunohistochemistry
Human tibia growth plate sections were obtained from
spontaneously aborted normal fetuses of 18, 27, 32 and 38 weeks,
after obtaining ethical approval and informed consent. The
detailed immunohistochemical procedure was as previously
described [14]. Negative controls (Fig. S1 in File S1) were
performed by: 1) replacing the primary antibody with PBS; 2)
using a rabbit polyclonal IgG isotype control (Ab27472, Abcam) at
a dilution of 1:50; 3) incubating sections of normal adult colon
(where SHOX2 protein is not expected to be expressed) with the
SHOX2 antibody. Specificity of the employed SHOX, SOX5,
SOX6 and SOX9 antibodies had been previously demonstrated
[14].
SHOX2 mutation screening
Ethical approval was obtained from ‘‘Hospital Universitario La
Paz’’. All participants provided informed consent for the
performed studies. The cohort consisted of 83 probands with
LWD or suspected LWD. Clinical details were obtained for all
patients recruited into the study. Whenever possible, these
included birth details, anthropometric measurement, actual height
and height standard deviation scores according to national
standards [31], physical examination of extremities, and X-rays
of the lower arm. Family histories were also documented,
including parental heights. In all cases, the presence alterations
in SHOX or its enhancers had been previously excluded [4,7–
9,32,33]. The control cohort consisted of 95 Spanish individuals
with normal heights (Spanish DNA Bank, University of Sala-
manca).
Peripheral blood was drawn from probands for DNA extrac-
tion. Genomic DNA was isolated by the salt precipitation method
[34]. The screening of point mutations, small deletions and
insertions in the coding sequences and intron/exon boundaries of
SHOX2 (NM_006884.3) was performed using High Resolution
Melting. DNA fragments were amplified using MegaMix-Gold
(Microzone, Southampton, UK) and LC Green Plus + fluorescent
dye (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT, USA). PCR
conditions are available in Table S3 in File S1. Melting curves
of amplified samples were analyzed using LightScanner HR96
(BioFire Diagnostics). Subsequent sequencing of any sample with
abnormal melting profiles was carried out using the BigDye
Terminator V3.1 kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
SHOX2 deletions and duplications were studied using micro-
satellite markers or a self-designed MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification) assay. Microsatellite analysis was
undertaken through the detection of heterozygosity at four
different markers flanking SHOX2 (Table S4 in File S1). PCR
conditions were as previously described (4). The self-designed
MLPA assay consisted of five SHOX2 probes and three control
fragments (Table S5 in File S1). MLPA reactions were carried out
using EK1 SALSA MLPA Kit (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands) according to the manufacturer’s protocol. The ratios
of the test’s peak areas versus control’s samples were determined
subsequently. Normal peaks were classified as showing a ratio of
0.65–1.35 whilst deletions and duplications were classified as
having a ratio ,0.65 or .1.35, respectively.
Results
SHOX2 activates NPPB and ACAN
We firstly analyzed the ability of SHOX2 to activate NPPB, a
direct SHOX target (12), using a luciferase assay in U2OS cells.
Cells overexpressing SHOX2 were cotransfected with a luciferase
reporter plasmid carrying the NPPB promoter. SHOX2 was able
to activate NPPB expression to an even greater degree than that
observed for SHOX (Fig. 1A). With the purpose of confirming the
SHOX2 activation, we included two SHOX2 mutants which
mimic SHOX mutants reported in LWD patients (SHOX mutation
database; http://hyg-serv-01.hyg.uni-heidelberg.de/lovd/index.
php?select_db = SHOX): p.L155V that mimics the SHOX homeo-
domain p.L132V mutation, and p.Q234X, homolog to the SHOX
p.Q211X mutation in which the OAR domain is absent. Both
SHOX2 mutants failed to activate the NPPB promoter (Fig. 1A).
We subsequently set out to determine if SHOX2 was also able
to activate the Acan enhancer via the SOX trio. Luciferase assays
were undertaken using combinations of SHOX2, SOX5, SOX6
and SOX9. Due to the mutual redundancy of SOX5 and SOX6
[35] these proteins were included independently in the assays. As
with SHOX, SHOX2 was able to activate Acan enhancer
transactivation in cooperation with SOX6/SOX9 (Fig. 1B) and
SOX5/SOX9 (Fig. S2 in File S1), but not directly (Fig. 1B and
Fig. S2 in File S1). The two SHOX2 mutants, p.L155V and
p.Q234X, reduced Acan enhancer activation (Fig. 1B and Fig. S2
in File S1), as observed with their SHOX homologues [14].
SHOX2 isoforms dimerize
Given that cooperative dimerization of paired-related homeo-
domains to DNA increases the transactivation efficiency to higher
levels [36] and that SHOX preferentially binds to DNA as dimers
[30], we assumed that SHOX2 should also dimerize to
transactivate its target genes. Using the yeast two-hybrid assay,
we verified that the SHOX2a and SHOX2b isoforms are capable
of homo- and hetero-dimerization (Fig. 2A).
Using a series of SHOX2 deletion constructs (Fig. 2B) and the
yeast two-hybrid assay, we observed that only the SHOX2(139–
331) construct containing the homeodomain and the OAR
domain clearly interacted with SHOX2 (Fig. 2B), whilst weaker
interactions were observed for the constructs that contained only
one of these two domains.
Subsequently, we analyzed the interaction capacity of wild-type
SHOX2 with seven artificially designed SHOX2 missense
mutations (Fig. 2C) that mimic SHOX mutations identified in
LWD patients (SHOX mutation database, http://hyg-serv-01.
hyg.uni-heidelberg.de/lovd/index.php?select_db = SHOX). Two
homeodomain mutants (p.L155V and p.A193P) together with
the OAR mutant p.R319P diminished their interaction capacity
with SHOX2 (Fig. 2C). Interestingly, the SHOX2 p.R196C
homeodomain mutant heterodimerizes with SHOX2 at similar
levels to that of the wild-type (Fig. 2C), mimicking to that what was
observed for its SHOX homologue, p.R173C [14,37].
Thus, these experiments showed that both the homeodomain and
the OAR are the domains implicated in the SHOX2 dimerization.
SHOX2 interacts with SOX5 and SOX6
Previously we had demonstrated that SHOX interacts with
SOX5/SOX6 to activate the Acan enhancer in combination with
SOX9 [14], thus, we proposed that as SHOX2 also increases Acan
NPPB and ACAN, Two Transcription Targets of SHOX2
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expression, it could interact with the SOX trio in a similar
manner. The yeast two-hybrid assay showed that SHOX2
interacts strongly with SOX6 whilst very weakly with SOX5
(Fig. 3A). Co-immunoprecipitation in HEK293 cells clearly
demonstrated that SHOX2 interacts with both SOX5 and
SOX6 (Fig. 3B).
Given that SOX5 and SOX6 are highly homologous, with an
overall homology of 67% and 90% identity in their HMG and
coiled-coil domains [38], we decided to characterize only the
SHOX2-SOX6 interaction using the yeast two-hybrid assay and a
series of SHOX2 deletion constructs (Fig. 3C), SHOX2 missense
mutations (Fig. 3D) and SOX6 deletion constructs (Fig. 3E). The
three SHOX2 deletion constructs that were able to interact with
SOX6, SHOX2(1–200), SHOX2(139–200) and SHOX2(139–
331), share the homeodomain (Fig. 3C). The assay with various
SHOX2 missense mutations confirmed that the homeodomain is
involved in the SHOX2-SOX6 interaction since all the homeo-
domain mutants (p.L155V, p.A193P and p.R196C) diminished
their interaction ability (Fig. 3D). Moreover, the p.K139E mutant,
located in the amino acid adjacent to the homeodomain, also
reduced its interaction capacity with SOX6 (Fig. 3D), suggesting
that this amino acid is important for the interaction, as observed
for its SHOX homologue p.K116E, which had a reduced
interaction with SOX6 [14]. Although the SOX6(479–787)
construct containing the HMG domain alone is able to interact
with SHOX2 (Fig. 3E), the fact that the SOX6(263–787) construct
containing both the HMG and the second coiled-coil domain
interacts with SHOX2 at a greater strength than the SOX6 full
protein, suggests that the second coiled-coil may confer structural
stability to the HMG domain.
Therefore, the SHOX2 homeodomain and the SOX6 HMG
domain are involved in the SHOX2-SOX6 interaction.
SHOX2 interacts with SHOX
Due to the high homology and the overlapping expression
pattern in limb development of SHOX and SHOX2, we set out to
determine if they could interact between each other. Using the
yeast two hybrid assay we identified that the two SHOX2 isoforms
could interact with SHOX in vivo (Fig. 4A). We confirmed the
SHOX2a-SHOX interaction by co-immunoprecipitation of
HEK293 nuclear lysates overexpressing SHOX2a and SHOX
(Fig. 4B).
Subsequently, we determined the domains implicated in this
interaction employing deletion constructs (Fig. 4C–D) and SHOX
missense mutations (Fig. 4E) in the yeast two hybrid assay. Only
the SHOX2(139–331) construct containing the homeodomain and
the C-terminal region including the OAR domain clearly
interacted with SHOX (Fig. 4C), suggesting that both SHOX2
regions are required for the interaction with SHOX.
Among the different SHOX fragments examined, the
SHOX(1–211), SHOX(117–274), SHOX(117–292) and
SHOX(178–292) constructs were able to interact with SHOX2
(Fig. 4D) but to levels below 50% of the wildtype. The SHOX
fragments appeared to be less stable and the SHOX interacting
domain with SHOX2 was not clearly visible. Thus, further
analysis was undertaken using eight SHOX missense mutations
observed in LWD patients and located throughout the protein
(Fig. 4E). The SHOX homeodomain mutants p.L132V and
p.A170P showed a significant reduction in their interaction
capacity with SHOX2 (Fig. 4E), whilst the OAR mutant
p.D278A, had a reduced interaction but to a lesser extent
(Fig. 4E). Therefore, the SHOX homeodomain appears to be the
domain principally involved in the interaction with SHOX2 whilst
the OAR domain appears to stabilize the interaction.
Figure 1. SHOX2 transactivates NPPB and ACAN. Luciferase reporter activity of U2OS cells transfected with reporter plasmids containing the
NPPB promoter (A) or the Acan enhancer (B), renilla luciferase control plasmid and different combinations of SHOX, SHOX2, SHOX2(p.L155V),
SHOX2(p.Q234X), SOX6 and SOX9 expression plasmid as indicated. Fold-increase values were obtained by normalizing the relative luciferase units of
each sample with the relative luciferase units of the sample transfected only with the reporter plasmid. All values represent the mean and standard
deviation of three independent samples, with each sample assayed in triplicate. Significant p-values obtained comparing different independent
samples are indicated with an asterisk (*p,0.05 and **p,0.001).
doi:10.1371/journal.pone.0083104.g001
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SHOX2 is coexpressed with SHOX, SOX5, SOX6 and SOX9
in the human growth plate
Tissue and time dependent coexpression of proteins must occur
for the interactions to occur between these proteins. Previous
studies have shown that SHOX2 expression overlaps with SHOX
and SOX9 in certain regions and stages of limb development
[17,18].
We firstly studied if SHOX2 is expressed in human fetal tibia
growth plates of different developmental stages by immunohisto-
chemisty, and showed that SHOX2 is expressed in the reserve,
Figure 2. Identification and characterization of the SHOX2 dimerization. A) SHOX2a and SHOX2b homo- and hetero-dimerize in the yeast-
two hybrid system. The S. cerevisiae strain Y187 was cotransformed with pGBT9 (containing the GAL4 binding domain – BD) and pACT2 (containing
the GAL4 activation domain – AD) vectors. Interactions were determined using a b-galactosidase liquid assay with CRPG as substrate. Empty vectors
were employed as negative controls. B) Characterization of the SHOX2 domains involved in the SHOX2 dimerization. The SHOX2 protein structure
showing the amino acid location of the homeodomain (HD) and the OAR domain is shown with the various analysed SHOX2 fragments, indicating
their name and amino acids that they contain. To the right of each fragment the corresponding yeast two-hybrid results are shown. Y187 cells were
cotransformed with SHOX2 in the pGBT9 vector and SHOX2 fragments in the pACT2 vector. Protein interaction percentages were obtained by
normalizing the b-galactosidase units of the different SHOX2 fragments to that obtained with full-length SHOX2. Empty vectors were employed as
negative controls. C) SHOX2 mutants impair the SHOX2 dimerization. SHOX2 protein structure scheme showing the localization of the seven analysed
missense mutations. Yeast two-hybrid assay of Y187 cotransformed cells with SHOX2 in the pGBT9 vector and the different SHOX2 mutants in the
pACT2 vector. Protein interaction percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units of the various SHOX2 mutants to the wildtype
SHOX2. Empty vectors were employed as negative controls.
doi:10.1371/journal.pone.0083104.g002
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Figure 3. Identification and characterization of the SHOX2-SOX5 and SHOX2-SOX6 protein interactions. A) SHOX2 interacts with SOX5
and SOX6 in the yeast-two hybrid system. The S. cerevisiae strain Y187 was cotransformed with the pGBT9 (BD) and pACT2 (AD) vectors. Interactions
were determined by using a b-galactosidase liquid assay with CRPG as substrate. Empty vectors were employed as negative controls. B) SHOX2
interacts with SOX5 and SOX6 in human cells. Nuclear extracts of HEK293 cells overexpressing FLAG:SHOX2 and HA:SOX5 or HA:SOX6 were
immunoprecipitated using anti-FLAG-agarose. Western blots (WB) of immunoprecipitates (IP) were probed with SHOX2, SOX5 and SOX6 antibodies.
Nuclear extracts corresponding to 10% input were included as protein expression controls and nuclear extract immunoprecipitates of cells
transfected only with HA:SOX5 or HA:SOX6 were included as negative controls. The western-blot images clearly show that SOX5 and SOX6
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proliferative and hypertrophic zones at 18, 27, 32 and 38-weeks
(Fig. S3 in File S1). Subsequently, we also demonstrated that
SHOX2 is coexpressed with SHOX, SOX5, SOX6 and SOX9
proteins in the three differentiation regions of 18 and 38-weeks
human fetal tibia growth plates (Fig. 5 and Fig. S4 in File S1).
SHOX2 mutations are not responsible for the LWD
phenotype in our cohort of patients with unknown
molecular defect
Defects in SHOX or its regulatory elements have been
identified in ,70% of LWD patients [33,39,40], whilst the
remaining ,30% remain genetically uncharacterized. Screening
of the coding regions and intron-exon boundaries of SHOX2 in 83
LWD patients with no known defect was performed using HRM.
Samples with abnormal melting profiles were subsequently
sequenced. Complete or intragenic SHOX2 deletions/duplications
were analysed using four microsatellite markers surrounding
SHOX2 (Table S4 in File S1) or by a self-designed MLPA assay
(Table S5 in File S1).
Only two variants were identified, both located in exon 1 of
SHOX2: a duplication of three glycines in the glycine-rich repeat,
p.Gly77-Gly78dup (c.232_233dupGAGGAGGTG) and a mis-
sense mutation p.E21K (c.61G.A). We therefore evaluated the
pathogenicity of these variants by determining their frequencies in
control populations and by analyzing their cosegregation with the
LWD phenotype when possible. In contrast to SHOX, where
insertions and deletions of the homologous SHOX glycine repeat
have been described in patients with LWD/ISS (SHOX mutation
database, http://hyg-serv-01.hyg.uni-heidelberg.de/lovd/index.
php?select_db = SHOX), the SHOX2 glycine repeat length
appears to be a non-pathogenic CNV, since 183/7815 controls
(Exome Variant Server) and 3/95 Spanish control individuals with
normal heights carried this three amino acid insertion. The second
mutation, p.E21K was assessed in the control population and in
family members. Although the p.E21K mutation was only present
in 2/12092 individuals (Exome Variant Server) and was absent in
the 95 Spanish normal height controls, it did not cosegregate with
the phenotype in the family (data not shown). Thus, SHOX2 is not
the molecular cause of the studied LWD cases.
Discussion
We have demonstrated that SHOX2 regulates NPPB directly
whilst activating ACAN via its cooperation with the SOX trio. The
SHOX2 activation of the NPPB promoter was even higher than
that observed for SHOX. Both analysed SHOX2 mutants,
p.L155V with reduced dimerization capacity and the p.Q234X
lacking the OAR domain, failed to upregulate NPPB, thus
suggesting that the SHOX2 homeodomain and the transactivation
domain are both critical for the NPPB activation.
A role for NPPB during endochondral ossification and
longitudinal growth was initially suggested by the observation of
skeletal overgrowth and alterations in the growth plate of Nppb
transgenic mice [41]. Despite this, no further implication in
skeletal development has been reported to date. With our new
data, it would be interesting to test if Nppb expression is reduced in
embryonic limb bud micromass cultures from Shox2 mutant mice
models. In contrast, the involvement of BNP in cardiovascular
function is much clearer, to the extent that this peptide is a
biomarker for diagnosis and prognosis of heart failure [42]. Given
that Shox2 participates in heart development as shown by different
knockout mice models [20,22,23], it is tempting to speculate that
Shox2 also regulates Nppb expression in heart and that the
disruption of this pathway is critical for the heart failure in Shox2
knockout mice models.
The other SHOX2 transcriptional target discovered in this
work is ACAN, which codifies for Aggrecan, a main component of
the cartilage extracellular matrix. Previously, our group demon-
strated that SHOX interacts with SOX5/SOX6 to cooperate with
SOX9 in the activation of ACAN [19]. As with SHOX, SHOX2
cannot directly activate the Acan enhancer but requires the
cooperation of the SOX trio. These results correlate with those
observed in Shox2 mutant mice where Acan levels were significantly
lower in Col2a1-CreShox2 mutant limb bud micromass cultures
[26]. Further characterization demonstrated that the SHOX2
homeodomain and OAR domains are both critical for this Acan
induction, since mutants in both domains failed to upregulate Acan.
In this work, we have also demonstrated that SHOX2 interacts
with SOX5 and SOX6. The SHOX2 homeodomain was shown
to interact with the SOX6 HMG domain, thus in agreement with
the results observed with SHOX-SOX6 [14] and other protein
interactions [43–45]. Interestingly, the p.K139E mutant, located
in the amino acid adjacent to the homeodomain of SHOX2,
reduced its interaction capacity with SOX6 as observed previously
with the homologous SHOX mutant, p.K116E [14], thus,
implicating that this amino acid is also important for the
interaction.
Our finding the homeodomain of SHOX and SHOX2 is
implicated in the heterodimerization agrees with previous studies
of other homeodomain proteins [46]. This interaction could: 1)
alter the transactivation of their transcription targets by interacting
with different cofactors and/or binding to DNA with different
affinities; and 2) regulate different transcription targets, compared
to that of the homodimers. More research is required in order to
decipher the biological function of the discovered SHOX-SHOX2
protein interaction. In the future, it will be important to confirm
these interactions and enlighten our knowledge further using in vivo
immunoprecipitate only in the presence of SHOX2. C) Characterization of the SHOX2 domains involved in the interaction with SOX6. An scheme of
the SHOX2 protein structure showing the amino acid location of the homeodomain (HD) and the OAR domain is shown with the various analysed
SHOX2 fragments, indicating their name and the amino acids that they contain. To the right of each fragment, the corresponding yeast two-hybrid
results are shown. Y187 cells were cotransformed with SOX6 in the pGBT9 vector and the SHOX2 fragments in the pACT2 vector. Protein interaction
percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units of the different SHOX2 fragments to that obtained with full-length SHOX2.
Empty vectors were employed as negative controls. D) SHOX2 mutants impair the interaction with SOX6. SHOX2 protein structure scheme showing
the localization of the seven missense mutations analyzed. Yeast two-hybrid assay of Y187 cotransformed cells with SOX6 in the pGBT9 vector and
the different SHOX2 mutants in the pACT2 vector. Protein interaction percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units of the
various SHOX2 mutants to the wildtype SHOX2. Empty vectors were employed as negative controls. E) Characterization of SOX6 domains involved in
the interaction with SHOX2 using the yeast two-hybrid assay. SOX6 is schematically drawn showing the amino acid location of two dimerization
domains, the first and the second coiled-coils (1st cc and 2nd cc, respectively), and the HMG DNA-binding domain. Depicted below are the SOX6
generated constructs, indicating the name of each fragment and the amino acids that they contain. Y187 cotransformed cells with the different SOX6
fragments in the pGBT9 vector and SHOX2 in the pACT2 vector. The protein interaction percentages were obtained by normalizing the b-
galactosidase units of the different SOX6 fragments to that obtained with full-length SOX6. Empty vectors were employed as negative controls.
doi:10.1371/journal.pone.0083104.g003
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Figure 4. Identification and characterization of the SHOX2-SHOX interaction. A) SHOX2 interacts with SHOX in the yeast-two hybrid
system. The S. cerevisiae strain Y187 was cotransformed with the pGBT9 (BD) and pACT2 (AD) vectors. Interactions were determined by using a b-
galactosidase liquid assay with CRPG as substrate. Empty vectors were employed as negative controls. B) SHOX2 interacts with SHOX in human cells.
Nuclear extracts of HEK293 cells overexpressing FLAG:SHOX2 and HA:SHOX were immunoprecipitated using anti-FLAG-agarose. Western blots (WB)
of immunoprecipitates (IP) were probed with SHOX2 and SHOX antibodies. Nuclear extracts corresponding to 10% input were included as protein
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models, such as the SHOX/Shox2 knock-in mouse model [28], a
skeletal-specific conditional knock-in mouse or chicken limb buds.
For these interactions to have physiological importance, SHOX
and SHOX2 have to be coexpressed in a tissue and time
dependent manner. It has been reported that SHOX is mainly
expressed in the mesomelic portion of the limbs whilst SHOX2
expression occurs in the rhizomelic region, but overlapping
expression has been observed [17,18]. Further evidence of SHOX
expression in the rhizomelic region has been shown in LMD
individuals who lack SHOX, but present with both mesomelic and
rhizomelic shortening of the limbs [47]. Shox2 expression has also
been detected in the mesomelic parts of the limbs in mouse
[25,48], although it is difficult to extrapolate this data to humans
due to the lack of a SHOX ortholog in mouse. In this work, we
have demonstrated that SHOX and SHOX2, and also the SOX
trio members are coexpressed in human tibial growth plates at
different developmental stages. This data thus, argues for the
coexpression of SHOX and SHOX2 proteins in some limb regions
during specific time points.
Therefore, due to the high homology between SHOX and
SHOX2 and their identical homeodomains, their overlapping
expression in some limb regions, the sharing of transcriptional
targets implicated in limb development (i.e. NPPB and ACAN) and
the total rescue of the heart defects and its tissue-specific rescue in
limbs when SHOX was expressed in the Shox2KI/KI mice [28], we
argue for the existence of functional redundancy between SHOX
and SHOX2 in a tissue-specific manner during human embryonic
development. An interesting argument for this redundancy is
shown by the LWD phenotype. In these patients, the skeletal
deformities, i.e. the characteristic Madelung deformity, is more
pronounced in the distal region of the upper limb, where it has
been suggested that there is no SHOX-SHOX2 coexpression [17],
and thus SHOX2 cannot rescue the SHOX haploinsuficiency.
However, in the more proximal region of the radius and ulna,
SHOX and SHOX2 appear to be coexpressed [17], thus, SHOX2
may be able to rescue the phenotype. But, in the case of LMD,
SHOX2 is unable to rescue the phenotype caused by the complete
absence of SHOX, thus, this rescue mechanism may have a
limiting threshold. Further studies will be required to support this
hypothesis.
As we have shown that SHOX2 shares cofactors and
transcription factors implicated in skeletal growth, we screened
for SHOX2 alterations in a cohort of 83 patients with LWD or
possible LWD with no known PAR1 defect. No pathogenic
expression controls and nuclear extract immunoprecipitates of cells transfected only with HA:SHOX were included as negative controls. The western-
blot images clearly show that SHOX immunoprecipitate only in the presence of SHOX2. C) Characterization of the SHOX2 domains involved in the
interaction with SHOX. A scheme of the SHOX2 protein structure showing the amino acid location of the homeodomain (HD) and the OAR domain is
drawn together with the various SHOX2 fragments analysed, indicating the name of each fragment the amino acids that they contain. Yeast two-
hybrid assay of Y187 cells cotransformed with SHOX in the pGBT9 vector and different SHOX2 fragments in the pACT2 vector. Protein interaction
percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units of the different SHOX2 fragments to that obtained with full-length SHOX2.
Empty vectors were employed as negative controls. D) Characterization of the SHOX domains involved in the interaction with SHOX2 using the yeast
two-hybrid assay. An scheme of the SHOX protein structure showing the amino acid location of the homeodomain (HD) and the OAR domain is
shown with the various SHOX fragments analysed, indicating their name and the amino acids that they contain. To the right of each fragment are the
corresponding yeast two-hybrid results. Y187 cells were cotransformed with the different SHOX fragments in the pGBT9 vector and with SHOX2 in
the pACT2 vector. Protein interaction percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units of the different SHOX fragments to that
obtained with full-length SHOX. Empty vectors were employed as negative controls. E) SHOX mutants impair the SHOX2-SHOX interaction. Schematic
structure of SHOX showing the homeodomain (HD), the OAR domain and the localization of the eight analyzed missense mutations. Yeast two-hybrid
assay of Y187 cotransformed cells with the different SHOX mutants in the pGBT9 vector and SHOX2 in the pACT2 vector. Protein interaction
percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units of the various SHOX mutants to the wildtype SHOX. Empty vectors were
employed as negative controls.
doi:10.1371/journal.pone.0083104.g004
Figure 5. SHOX2 is coexpressed with SHOX, SOX5, SOX6 and SOX9 in the 18-week human fetal growth plate. Immunohistochemistry
performed on 18-week human fetal tibia growth plates using antibodies against SHOX2, SHOX, SOX5, SOX6, SOX9 and the negative control (PBS).
Specific staining can be observed in the reserve (R), proliferative (P) and hypertrophic (H) zones of the growth plate for all analysed proteins. Images
performed at 206magnification.
doi:10.1371/journal.pone.0083104.g005
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alteration was detected. Analyses of the Decipher database
(http://decipher.sanger.ac.uk/) entries revealed the presence of
eight patients with copy number variants (CNVs) of SHOX2. The
majority of these patients had multiple CNVs located throughout
the genome and no common clinical phenotype was observed.
Only two patients presented with one large CNV at the SHOX2
locus, but again no common phenotype was described. As
SHOX2 appears to have a broad expression pattern [17] and
the Shox22/2 mouse has heart, palate and skeletal defects [20],
we postulate that individuals with SHOX2 defects may present with
a more severe phenotype: limb shortening, heart anomalies and/
or cleft palate.
In summary, we have demonstrated that SHOX2, like SHOX,
activates NPPB directly whilst activation of ACAN is through the
cooperation with the SOX trio, adding further support to the
theory that there is functional redundancy between SHOX and
SHOX2 during human embryonic development in a tissue-
specific manner.
Supporting Information
File S1 File includes Figures S1–S4 and Tables S1–S5.
Fig. S1: Specificity of the different antibodies employed. A)
Immunohistochemical controls performed in 38-wk fetal growth
plates and adult normal colon sections: PBS - primary antibody
replaced by PBS, Isotype - rabbit polyclonal IgG isotype control
antibody, SHOX2 – SHOX2 antibody incubated with sections
from adult normal colon where this protein is not expected to be
expressed. Note the negative staining for the majority of the cells.
Images performed at 206magnification. B) Immunoblots showing
the specificity of the SHOX2 antibody. Nuclear extracts of
HEK293 cells overexpressing SHOX, SHOX2, SOX5, SOX6
and SOX9 were separated on SDS polyacrylamide gels and
probed with anti-SHOX2. Anti-GAPDH was used as loading
control. Fig. S2: SHOX2 cooperates with SOX5 and SOX9 to
activate the Acan enhancer. Luciferase reporter activity of U2OS
cells transfected with a reporter plasmid containing the Acan
enhancer, renilla luciferase control plasmid and different combi-
nations of SHOX, SHOX2 WT, SHOX2(p.L155V),
SHOX2(p.Q234X), SOX5 and SOX9 expression plasmid as
indicated. Fold-increase values were obtained by normalizing the
relative luciferase units of each sample with the relative luciferase
units of the sample transfected only with the reporter plasmid. All
values represent the mean and standard deviation of three
independent samples, with each sample assayed in triplicate.
Significant p-values ,0.001 obtained comparing different inde-
pendent samples are indicated with two asterisks. Fig. S3:
Expression of SHOX2 in different stages of the human fetal
growth plate. Inmunohistochemistry performed with anti-SHOX2
antibody in normal fetal growth plates of 18, 27, 32 and 38-weeks.
SHOX2 is expressed in the reserve (R), proliferative (P) and
hypertrophic (H) chondrocytes. Images performed at 106
magnification. Fig. S4: SHOX2 is coexpressed with SHOX,
SOX5, SOX6 and SOX9 in the 38-week human fetal growth
plate. Immunohistochemistry performed on 38-weeks human fetal
tibia growth plates using antibodies against SHOX, SHOX2,
SOX5, SOX6 and SOX9. Specific staining can be observed in the
reserve (R), proliferative (P) and hypertrophic (H) zones of the
growth plate for all the analysed proteins. Images performed at
206magnification. Table S1: Oligonucleotide sequences for the
amplification of the SHOX2a cDNA and the cloning of the
SHOX2 constructs. The incorporated enzymes sites are indicated
in small letters. SHOX2a PCR A antisense oligonucleotide and
SHOX2a PCR B sense oligonucleotide flank the sequence to be
eliminated. Table S2: Oligonucleotide sequences for the genera-
tion of various SHOX2 fragments and SHOX2 missense mutants.
The mutated site is indicated by a small letter. Table S3:
Oligonucleotide sequences for the mutation screening of the
coding exons and intron/exon boundaries of SHOX2. Table S4:
Oligonucleotide sequences, PCR conditions and amplicon sizes of
the SHOX2 microsatellite markers. Microsatellites are listed in
order from telomere to centromere. Table S5: SHOX2 self-
designed MLPA. Chromosomal and SHOX2 location, probe
lengths and ligation site sequences are indicated for the SHOX2
and three control fragments.
(PDF)
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SHOX interacts with the chondrogenic transcription
factors SOX5 and SOX6 to activate the aggrecan
enhancer
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SHOX (short stature homeobox-containing gene) encodes a transcription factor implicated in skeletal devel-
opment. SHOX haploinsufficiency has been demonstrated in Leri–Weill dyschondrosteosis (LWD), a skeletal
dysplasia associated with disproportionate short stature, as well as in a variable proportion of cases with
idiopathic short stature (ISS). In order to gain insight into the SHOX signalling pathways, we performed a
yeast two-hybrid screen to identify SHOX-interacting proteins. Two transcription factors, SOX5 and SOX6,
were identified. Co-immunoprecipitation assays confirmed the existence of the SHOX–SOX5 and
SHOX–SOX6 interactions in human cells, whereas immunohistochemical studies demonstrated the coex-
pression of these proteins in 18- and 32-week human fetal growth plates. The SHOX homeodomain and
the SOX6 HMG domain were shown to be implicated in the SHOX–SOX6 interaction. Moreover, different
SHOX missense mutations, identified in LWD and ISS patients, disrupted this interaction. The physiological
importance of these interactions was investigated by studying the effect of SHOX on a transcriptional target
of the SOX trio, Agc1, which encodes one of the main components of cartilage, aggrecan. Our results show
that SHOX cooperates with SOX5/SOX6 and SOX9 in the activation of the upstream Agc1 enhancer and that
SHOX mutations affect this activation. In conclusion, we have identified SOX5 and SOX6 as the first two
SHOX-interacting proteins and have shown that this interaction regulates aggrecan expression, an essential
factor in chondrogenesis and skeletal development.
INTRODUCTION
SHOX (short stature homeobox-containing gene) is located
in the pseudoautosomal region 1 (PAR1) of the X and Y
chromosomes (1,2). Mutations and deletions of SHOX and/or
the downstream PAR1 containing SHOX enhancer elements
have been reported in Leri–Weill dyschondrosteosis (LWD,
MIM 127300), Langer mesomelic dysplasia (LMD, MIM
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249700) and idiopathic short stature (ISS, MIM 300582) (1,3–
8). LWD is a skeletal dysplasia associated with disproportion-
ate short stature due to mesomelic shortening of the limbs, and
the characteristic abnormality of the forearms known as Made-
lung deformity: bowing of the radius and dorsal dislocation of
the distal ulna. Alterations in SHOX or its enhancers (SHOX/
PAR1) have been identified in 60% of LWD individuals
(9–11). LMD is due to homozygous or compound heterozy-
gous SHOX/PAR1 alterations resulting in severely dispropor-
tionate short stature with marked mesomelic and rhizomelic
limb shortening. SHOX/PAR1 alterations have also been
found in 5% of ISS cases (11), a condition defined as a
height below 22 SDS in the absence of known specific causa-
tive disorders (12). Together, the estimated prevalence of
SHOX haploinsufficiency is 1 in 1000 individuals.
However, there is some evidence suggesting genetic hetero-
geneity in LWD: first, the molecular defect in 40% of LWD
cases remains unknown (9–11), and secondly, the PAR1 has
been excluded by linkage analysis as the causative region in
a multigenerational LWD family (S. Benito-Sanz et al.,
unpublished data).
Two SHOX isoforms exist, SHOXa and SHOXb (1), both
contain a homeodomain, but only SHOXa (SHOX) acts as a
transcriptional activator in osteogenic cells via its trans-
activation domain, the OAR (otp, aristaless and rax), which
is absent in SHOXb. Recently, NPPB, which encodes brain
natriuretic peptide, an important regulator of endochondral
ossification, has been identified as the first transcriptional
target of SHOX (13).
There is robust evidence in the literature for the implication
of SHOX in chondrogenesis: (i) SHOX is expressed in the
middle part of the developing human limbs during chondro-
genesis, from the condensing mesenchyme forming the precar-
tilaginous structure of the bone to the start of ossification (14);
(ii) Shox overexpression promoted chondrogenesis in chicken
micromass cultures, observed by the increased expression of
Col2a1 and Agc1, which encode the cartilage matrix com-
ponents collagen type II and aggrecan, respectively, and by
the enhanced Alcian blue staining (15); and (iii) SHOX over-
expression induces growth arrest and apoptosis in human
primary chondrocytes (16). Despite these recent advances,
the precise role of SHOX in bone development still remains
elusive.
In order to identify the signalling pathways in which SHOX
intervenes and to discover potential gene candidates involved
in the pathogenesis of LWD, a yeast two-hybrid screen of a
whole mouse embryo cDNA library was performed using
SHOX as bait. Among the large number of potential SHOX
interactors, we identified two transcription factors, Sox5 and
Sox6, which together with Sox9 form the Sox trio, the
master complex of chondrogenesis (17). We confirmed that
the human SOX5 and SOX6 homologues also interact with
SHOX and demonstrated that SHOX missense mutations
impair the SHOX–SOX6 interaction. Interestingly, we also
showed that SHOX cooperates with SOX5/SOX6 and SOX9
in the activation of the Agc1 enhancer and that SHOX
mutations impair this activation. In summary, we have ident-
ified and characterized SOX5 and SOX6 as the first two
SHOX-interacting proteins and defined a function for this
protein complex during chondrogenesis.
RESULTS
Identification of two SHOX-interacting proteins
In order to identify proteins which interact with SHOX, a
whole mouse embryo 9.5–10.5 dpc cDNA library was
screened in a yeast two-hybrid system with full-length
SHOX cDNA as bait. A total of 36 positive colonies were
identified. The plasmids containing the cDNA sequence of
the putative SHOX interaction partners were extracted from
the cotransformed PJ69-4A yeast cells, transformed into
Escherichia coli cultures and sequenced. BLAST searches of
the sequences of all positive colonies were performed
against EMBL (www.ebi.ac.uk/embl) and SPTR (www.unip
rot.org) databases and Unigene clusters (www.ncbi.nlm.nih.
gov/unigene). Twelve of the positive clones (33%) were
excluded from further analysis because they lacked biological
sense (i.e. the cDNA sequence was out of frame or corre-
sponded to untranslated regions). The remaining 24 positive
clones (67%) encoded full-length, or almost full-length,
in-frame cDNA inserts. Three of the 24 positive cDNAs
(12.5%) corresponded to Sox5 and Sox6, two transcription
factors involved in chondrogenesis (18,19). The detected inter-
actions were first validated by means of a bait/prey switch,
placing the full-length SHOX cDNA in the pVP16 vector
and the Sox5 and Sox6 cDNA fragments into the pGBDU
vector (data not shown). The interactions between the respect-
ive proteins were confirmed using SOX5 and SOX6, the
human homologues of Sox5 and Sox6. For this purpose, we
cloned the human full-length homologue SOX5 and SOX6
cDNAs into the pGBT9 vector and cotransformed them into
the yeast cells with pACT2:SHOX. SHOX homodimerization
was used as a positive control (20). Both human SOX5 and
SOX6 interacted with SHOX (Fig. 1).
Confirmation of the SHOX–SOX5 and SHOX–SOX6
interactions
Confirmation of the identified interactions was subsequently
performed using coimmunoprecipitation in human cells and
immunohistochemical analysis in human fetal growth plates.
Figure 1. SHOX interacts with SOX5 and SOX6 in the yeast two-hybrid
system. The S. cerevisiae strain Y187 was cotransformed with the pGBT9
and pACT2 vectors. Yeast cells were selected on SD growth medium
lacking Trp and Leu. Interactions were determined by using a b-galactosidase
liquid assay with CRPG as substrate. Protein interaction percentages were
obtained by normalizing the b-galactosidase units of the different construct
combinations to that of SHOX homodimerization (black bar). Empty vectors
were employed as negative controls. All values represent the mean and the
standard deviation of five independent transformation experiments, each per-
formed in triplicate.
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SHOX interacts with SOX5 and SOX6 in human cells. Nuclear
lysates of human HEK293 cells overexpressing the proteins of
interest were immunoprecipitated with anti-FLAG-agarose
beads and analysed by western blot using SHOX, SOX5 and
SOX6 antibodies. In agreement with the yeast two-hybrid
experiments, SOX5 and SOX6 coprecipitated with SHOX
(Fig. 2), confirming the interaction between these proteins in
human cells.
SHOX, SOX5 and SOX6 are coexpressed in 18- and 32-week
human fetal growth plates. By immunohistochemistry, we
observed the expression of all three proteins in the reserve,
proliferative and hypertrophic zones of both gestational ages
(Fig. 3, Supplementary material, Figs S1 and S2). Since
SOX5 and SOX6 cooperate with SOX9 during chondrogenesis
(17) and Sox9 is needed for Sox5 and Sox6 expression (21),
we analysed and subsequently confirmed that SOX9 is coex-
pressed with SHOX, SOX5 and SOX6 in the same zones of
both growth plates (Fig. 3, Supplementary material, Figs S1
and S2). These findings provide the first evidence of coexpres-
sion of SHOX, SOX5, SOX6 and SOX9 in the human fetal
growth plate.
SHOX domains involved in the interaction with SOX6
Since Sox5 and Sox6 have been shown to be highly homolo-
gous and functionally redundant (18,19), and in yeast, the
SHOX–SOX6 interaction was stronger than SHOX–SOX5,
we characterized the domains implicated in the SHOX–
SOX5/SOX6 interaction using SOX6 and a series of SHOX
domain constructs. Four SHOX constructs, SHOX(1–178),
SHOX(1–211), SHOX(117–274) and SHOX(117–292), all
of which include the homeodomain, were shown to interact
with SOX6 (Fig. 4), thus suggesting that this domain is
implicated in the SHOX–SOX6 interaction. However, the
SHOX construct containing only the homeodomain,
SHOX(117–178), did not interact with SOX6 (Fig. 4). Thus,
either the N- and/or the C-terminal region may participate in
the SHOX–SOX6 interaction or may confer structural stab-
ility in yeast to the interacting domain, the homeodomain.
SHOX mutants impair the SHOX–SOX6 interaction
To further characterize the interaction between SOX6 and
SHOX, we expressed 10 SHOX missense mutations
(Fig. 5A) in the pACT2 vector and tested their capacity to
bind SOX6 in cotransformation experiments with wild-type
SOX6 in the pGBT9 vector. Seven of these mutations,
located in the N-terminus or the homeodomain, have been pre-
viously reported in patients with LWD or ISS (Fig. 5A; www.
hd-lovd.uni-hd.de/). Since no missense mutation in the
C-terminal region of SHOX had been described at the time
of the assay design, we generated three artificially SHOX
mutant proteins, R195P, A233E and D278A, which substitute
highly conserved amino acids in the C-terminal region with
structurally different residues. Eight missense mutations
have since been described in the SHOX C-terminal region
(www.hd-lovd.uni-hd.de/), two affecting residues that we tar-
geted: R195N and A233V. All analysed mutant SHOX pro-
teins which failed to bind SOX6 (L132V, R168W, A170P
and R173C) harboured mutations located in the homeodomain
region (Fig. 5A and B), thus confirming that the SHOX
homeodomain is directly involved in the interaction with
SOX6. Interestingly, the homeodomain mutation R153L did
not impair the ability of SHOX to bind SOX6 (Fig. 5A and
B). The N-terminal mutation K116E caused a 60% reduction
in the interaction with SOX6 (Fig. 5B), suggesting that this
residue, close to the homeodomain boundary, may either par-
ticipate in the interaction or confer structural stability to the
homeodomain. The three mutations located in the C-terminal
region caused a milder reduction (25–40%) in SHOX inter-
action with SOX6 (Fig. 5B). In conclusion, our results indicate
that mutations in the SHOX homeodomain, except R153L,
affect the interaction with SOX6, confirming that this
domain is critical for the interaction with SOX6.
SOX6 domains involved in the interaction with SHOX
To characterize the SOX6 domain involved in the inter-
action with SHOX, we generated a series of SOX6 cDNA
deletion constructs in the pGBT9 vector and used them in
cotransformation experiments with the wild-type SHOX in
the pACT2 vector (Fig. 6A). Two constructs, SOX6(263–
787) and SOX6(479–787), both of which share the DNA-
binding HMG domain, interacted with SHOX (Fig. 6), indi-
cating that this domain is directly involved in the interaction
with SHOX. The construct containing the HMG domain,
SOX6(479–787), interacted with SHOX more weakly than
SOX6(263–787), suggesting that the second coiled-coil
may also participate in the interaction, although it is
unable to interact alone, or, alternatively, it may confer
structural stability in yeast to the true interacting domain,
the HMG domain.
Figure 2. SHOX interacts with SOX5 and SOX6 in human cells. Nuclear
extracts of HEK293 cells overexpressing FLAG:SHOX and HA:SOX5 (A) or
FLAG:SHOX and HA:SOX6 (B) were immunoprecipitated using anti-FLAG-
agarose. Western blots (WB) of immunoprecipitates were probed with
SHOX, SOX5 and SOX6 antibodies. Nuclear extracts corresponding to 10%
input were included as protein expression controls, and nuclear extract immuno-
precipitates of cells transfected only with HA:SOX5 (A) or HA:SOX6 (B) were
included as negative controls. The western blot images clearly show that SOX5
and SOX6 immunoprecipitates only in the presence of SHOX.
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SHOX cooperates with SOX5/SOX6 and SOX9
in the activation of the Agc1 enhancer
In order to assess the physiological significance of the SHOX–
SOX5 and SHOX–SOX6 interactions, we investigated their
capacity to transactivate SOX trio target genes. The SOX
trio has been shown to induce aggrecan expression, a marker
of chondrocyte differentiation, by activating the Agc1 enhan-
cer (22). It has also been observed that Shox overexpression
increased Agc1 expression in chicken micromass cultures
(15), thus suggesting that Shox is involved in the expression
of Agc1.
To examine whether SHOX participates in the expression
of Agc1, we performed a luciferase assay in U2OS cells.
The osteogenic cells were cotransfected with different combi-
nations of SHOX, SOX5/SOX6 and SOX9 expression plas-
mids and a luciferase reporter plasmid containing four
tandem copies of the far-upstream Agc1 enhancer followed
by the Col2a1 289 to +6 promoter (22) (kind gift of
V. Lefebvre). Coexpression of SHOX with the three SOX pro-
teins was not undertaken as no significant increase in aggrecan
expression was previously observed compared with the coex-
pression of SOX5 or SOX6 with SOX9 (22). Western blot
analysis were performed to ensure the expression of the
various proteins (data not shown). As described previously,
SOX9 overexpression was able to induce the Agc1 enhancer
(22), and coexpression of SOX5 or SOX6 and SOX9 highly
activated this enhancer (Fig. 7). In contrast, the coexpression
of SHOX with SOX5/SOX6 was unable to induce the Agc1
enhancer (Fig. 7) and the addition of SHOX did not improve
the transcriptional capacity of SOX9. Interestingly, overex-
pression of SHOX, SOX5/SOX6 and SOX9 increased the acti-
vation of the Agc1 enhancer (Fig. 7A and B), from which we
conclude that SHOX cooperates with SOX5/SOX6 and SOX9
in the activation of the upstream Agc1 enhancer.
Subsequently, we studied whether SHOX mutants impaired
the Agc1 enhancer activation. The SHOX Q211X mutant, pre-
viously denominated as SHOX(1–211) (Fig. 4), failed to acti-
vate the Agc1 enhancer (Fig. 8A and B), whereas L132V and
R168W mutants showed a decreased ability to activate the
enhancer (Fig. 8A and B). Once again, the SHOX R153L
mutant behaved differently when compared with the other
homeodomain mutants, retaining its ability to activate the
Agc1 enhancer at levels similar to wild-type SHOX (Fig. 8).
SOX5 and SOX6 mutation screening in LWD individuals
without SHOX/PAR1 alterations
In order to explore the involvement of SOX5 and SOX6 in the
molecular aetiology of LWD, we undertook mutation screen-
ing of the coding regions and intron/exon boundaries of
SOX5 and SOX6 in 37 individuals with definite or possible
LWD without a known molecular defect. No SOX5 or SOX6
point mutations, small deletions or insertions were identified
in this cohort. The probability of complete or intragenic
SOX5 deletions was reduced in 36 patients, through the obser-
vation of two alleles for a microsatellite marker located in the
5′-flanking region of SOX5, and/or nine intragenic single-
nucleotide polymorphisms (SNPs): c.231 + 53 C . A,
Figure 3. SHOX is coexpressed with SOX5, SOX6 and SOX9 in the human fetal growth plate. Immunohistochemistry performed on 18- and 32-week human
fetal tibia growth plates. DAB immunostaining at 20× magnification against SHOX, SOX5, SOX6 and SOX9 antibodies in 18- and 32-week fetal growth plates.
Specific staining can be observed in the reserve, proliferative and hypertrophic zones of the growth plate for the four proteins.
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rs7980561, rs11047075, c.771 + 118 G . A, rs11047034,
rs1479452, rs7485662, rs76722400 and rs4636755. The prob-
ability of the existence of complete or partial SOX6 deletions
was reduced in 32 patients by a self-designed MLPA (multi-
plex ligation-dependent probe amplification) assay and/or by
the presence in heterozygosity of at least one of the observed
intragenic SNPs: rs4617548, c.1733-41 C . T and c.2183 + 7
A. G.
DISCUSSION
In this work, we identified SOX5 and SOX6 as SHOX-inter-
acting proteins using a yeast two-hybrid assay and confirmed
the findings by coimmunoprecipitation in human cells and
immunohistochemistry in human fetal growth plates. The
domains involved in the SHOX–SOX6 interaction were
characterized using protein fragments and a series of SHOX
mutants. These experiments revealed that the SHOX
homeodomain interacts with the HMG domain of SOX6.
Our data are therefore consistent with previous reports,
where the Sox HMG domain has been shown to interact
with the DNA-binding domain of several transcription
factors (23). However, we cannot discard that the N- and
C-terminal regions of SHOX and the SOX6 second coiled-
coil are also implicated in the SHOX–SOX6 interaction, at
least conferring structural stability to the interacting domains.
Four of the five analysed SHOX homeodomain mutants
failed to interact with SOX6, whereas, interestingly, the
R153L mutation retained its binding ability. This is the only
analysed mutation in helix II of the homeodomain, suggesting
that helix II does not participate in the interaction with SOX6
or that this change does not affect the interaction with SOX6.
The SHOX mutants located outside of the homeodomain
showed a variable reduction in their interaction ability,
suggesting that the conformation of the SHOX protein may
be important for the interaction with SOX5 and SOX6.
Both Sox5 and Sox6 are essential for chondrogenesis (24),
cooperating with Sox9 to form the Sox trio, which has been
shown to directly activate three genes encoding extracellular
matrix proteins: Col2a1 (25), Agc1 (22) and Comp (26).
However, it has been suggested that additional unknown tran-
scription factors work together with the Sox trio to promote
chondrocyte overt differentiation (17). Little is known about
the function and signalling pathways in which SHOX
Figure 4. Characterization of the SHOX domains involved in the interaction
with SOX6 using the yeast two-hybrid assay. (A) SHOX is schematically
drawn showing the amino acid location of the homeodomain (HD) and the
OAR domain. The various SHOX fragments, indicating the name of each con-
struct and the amino acids that they contain, are depicted below SHOX. (B)
Yeast two-hybrid assay of Y187 cells cotransformed with SOX6 in the
pGBT9 vector and different SHOX fragments in the pACT2 vector. Yeast
cells were selected on SD growth medium lacking Trp and Leu. Interactions
were determined by performing a b-galactosidase liquid assay. Protein inter-
action percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units
of the different SHOX construct–SOX6 combinations to that obtained with
the wild-type SHOX–SOX6 interaction (black bar). Empty vectors were
employed as negative controls. All values represent the mean and the standard
deviation of five independent transformant colonies, with each colony assayed
in triplicate.
Figure 5. SHOX mutants impair the SHOX–SOX6 interaction. (A) SHOX
protein structure scheme showing the homeodomain (HD) and the OAR
domain. The 10 missense mutations analysed in this study are indicated.
Mutations not reported in patients with LWD or ISS are marked with an aster-
isk. (B) Yeast two-hybrid assay of Y187 cotransformed cells with SOX6 in the
pGBT9 vector and the different SHOX mutants in the pACT2 vector. Yeast
cells were selected on SD growth medium lacking Trp and Leu. Interactions
were determined by performing a b-galactosidase liquid assay. Protein inter-
action percentages were obtained by normalizing the b-galactosidase units
of the various SHOX mutant–SOX6 combinations to the wild-type SHOX–
SOX6 interaction (black bar). The grey bars correspond to the mutations
reported in LWD or ISS patients and the white bars indicate the mutations
that have not been reported in LWD/ISS individuals and that were created
by us. Empty vectors were employed as negative controls. All values represent
the mean and the standard deviation of five independent transformant colonies,
with each colony assayed in triplicate.
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intervenes but it has been observed that Shox overexpression
promotes chondrogenesis in chicken micromass cultures,
shown by increased Col2a1 and Agc1 expression (15). These
observations prompted us to study the role of SHOX–SOX5
and SHOX–SOX6 interactions in the regulation of the SOX
trio transcriptional target, Agc1. SHOX was shown to
cooperate with SOX5/SOX6 and SOX9, significantly activat-
ing the transcriptional activity of the Agc1 enhancer.
This cooperation was impaired by SHOX mutants which
altered the transcriptional activity of the Agc1 enhancer.
SHOX mutants that were unable to interact with SOX6, such
as the homeodomain mutants L132V and R168W, also
altered the transcriptional activity of the Agc1 enhancer. In
contrast, the R153L homeodomain mutant retained its ability
to bind to SOX6 and activate the Agc1 enhancer, but failed
to transactivate NPPB (13), thus suggesting that the molecular
mechanism by which SHOX transactivates NPPB and Agc1 is
different. These results suggest that the SHOX–SOX6 inter-
action is important for the activation of the Agc1 enhancer.
However, since the L132V and R168W mutants cannot
dimerize to SHOX or bind DNA, and the R153L mutant
conserves these abilities (27), we cannot exclude the possi-
bility that the L132V and R168W mutants failed to activate
the Agc1 enhancer because they lost their capacity to transac-
tivate. The SHOX mutant Q211X, which lacks the OAR
domain, conserved its interaction capacity with SOX6
(50%), but failed to activate the Agc1 enhancer, thus indicat-
ing that the transactivation domain of SHOX is necessary
for the activation of the Agc1 enhancer. Despite these molecu-
lar findings, the phenotype observed in individuals with these
four mutants is indifferent, presenting predominantly as LWD
but in a few cases as ISS.
We searched for the presence of SHOX-binding sequences,
i.e. P2–P6 elements, in the Agc1 enhancer. No P2–P6 element
sequence with .75% identity to the consensus sequence
of other homeodomain proteins was detected (Jaspar database,
www.jaspar.genereg.net/). However, no perfect binding site
was found in the SHOX-binding region of the NPPB
promoter (13), suggesting that SHOX may bind, in vivo, to
an imperfect P element in the Agc1 enhancer. In support of
this hypothesis, we excluded the possibility that SHOX acts
as a connecting protein between SOX5/SOX6 and SOX9 by
coimmunoprecipitation (Supplementary material, Fig. S3).
Thus, we propose that the SHOX homeodomain interacts
Figure 6. Characterization of SOX6 domains involved in the interaction with
SHOX using the yeast two-hybrid assay. (A) SOX6 is schematically drawn
showing the amino acid location of two dimerization domains, the first and
the second coiled-coils (1st cc and 2nd cc, respectively), and a DNA-binding
domain, the HMG domain. Depicted below are the SOX6 generated con-
structs, indicating the name of each fragment by the amino acids which they
contain. (B) Yeast two-hybrid assay of Y187 cotransformed cells with the
different SOX6 fragments in the pGBT9 vector and SHOX in the pACT2
vector. Yeast cells were selected on SD growth medium lacking Trp and
Leu. Interactions were determined by performing a b-galactosidase liquid
assay. The protein interaction percentages were obtained by normalizing the
b-galactosidase units of the different SOX6 fragment–SHOX combinations
to that obtained with the wild-type SOX6–SHOX interaction (black bar).
Empty vectors were employed as negative controls. All values represent the
mean and the standard deviation of five independent transformant colonies,
with each colony assayed in triplicate.
Figure 7. SHOX cooperates with SOX5/SOX6 and SOX9 in the activation of
the Agc1 enhancer. Luciferase reporter activity of U2OS cells transfected with
the (4XA1)pCol2Luc reporter plasmid, renilla luciferase control plasmid and
different combinations of the SHOX, SOX5 and SOX9 (A); or SHOX,
SOX6 and SOX9 (B) expression plasmids as indicated below the graph.
Fold-increase values were obtained by normalizing the relative luciferase
units of each sample with the relative units of the sample that was transfected
with the reporter plasmid alone. All values represent the mean and the stan-
dard deviation of three independent samples, with each sample assayed in tri-
plicate. ∗∗P,0.001 compared with the SOX5:SOX9 and SOX6:SOX9
transfections, respectively.
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with the SOX5/SOX6 HMG domain, whereas SOX5/SOX6
and SOX9 are bound to the Agc1 enhancer and SHOX may
or may not be bound to this regulatory region.
We also showed that SHOX, SOX5, SOX6 and SOX9 are
coexpressed in resting, proliferative and hypertrophic chon-
drocytes of the 18- and 32-week human fetal growth plates.
Our data are not concordant with the Sox5, Sox6 and Sox9
mRNA expression data reported in mouse embryos, where
Sox5, Sox6 and Sox9 were turned off upon chondrocyte prehy-
pertrophy (25). However, immunohistochemical staining of
tibia growth plate sections of an E16 mouse fetus (Supplemen-
tary material, Fig. S4) and previously described immunohisto-
chemistry assays performed in E17.5 mouse fetal growth
plates (28) confirmed that Sox5, Sox6 and Sox9 proteins are
also expressed in mouse hypertrophic chondrocytes.
Both models of three null allele Sox5 and Sox6 knockout
mice had short and bent forelimbs (19), showing some simi-
larities to the phenotype observed in LWD, thus suggesting
that Sox5 and Sox6 could be alternative genes implicated in
this aetiology. However, mutation screening of SOX5 and
SOX6 coding regions did not detect any mutation in the
studied cohort. Analysis of a larger cohort and mutation
screening of the SOX5 and SOX6 regulatory regions are
necessary to properly assess their involvement in this
pathology.
In conclusion, our work has identified the chondrogenic
transcription factors SOX5 and SOX6 as the two first SHOX-
interacting proteins and has shown that SHOX cooperates with
SOX5/SOX6 and SOX9 in the activation of the Agc1 enhancer
that regulates the expression of aggrecan, an essential extracellu-
lar matrix component of cartilage. Our work provides an insight
into the function of SHOX and improves our knowledge about
chondrogenesis and skeletal development.
MATERIALS AND METHODS
Generation of recombinant constructs
The full-length cDNA of SHOX (NM_000451), SOX5
(NM_152989), SOX6 [corresponding to a splicing variant
highly expressed in chondrocytes and lacking exon 9 but
including exon 14a, using the exonic nomenclature described
by Cohen-Barak et al. (29), and kindly donated by Dr
T. Ikeda] and SOX9 (NM_000346) were amplified by poly-
merase chain reaction (PCR) and cloned into the pCR2.1
vector (Invitrogen) using appropriate oligonucleotides
(Table 1) and TA cloning (Invitrogen), according to the man-
ufacturer’s instructions. Full-length SHOX cDNA was first
subcloned into the pEG202 expression vector (Clontech) and
then shuttled into the yeast expression vector pGBDU
(kindly donated by Dr Stan Hollenberg, Vollum Institute,
OR, USA). SHOX cDNA was also subcloned into the yeast
expression vector pACT2 (Clontech) and the mammalian
expression vectors pcDNA3-FLAG and pcDNA3-HA (Invitro-
gen). SOX5 and SOX6 cDNAs were subcloned into the yeast
expression vector pGBT9 (Clontech) and into the mammalian
expression vector pcDNA3-HA (Invitrogen), as was SOX9
cDNA. SOX6 cDNA was also subcloned into the mammalian
expression vector pcDNA3-FLAG (Invitrogen). Various
SHOX and SOX6 fragments were also inserted into the TA
cloning vector using appropriate oligonucleotides (Table 1)
and subsequently subcloned into the vectors pACT2 and
pGBT9, respectively. The introduction of the SHOX missense
mutations and the generation of some SHOX and SOX6 frag-
ments were performed using the QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene), appropriate mutagenic oligonu-
cleotides (Table 2) and different plasmids as templates. All
expression constructs were sequenced to exclude the presence
of undesired mutations resulting from PCR amplification. The
previously reported Agc1 enhancer plasmid (4XA1)pCol2Luc
(22) was kindly donated by Dr Veronique Lefebvre. This con-
sisted of four tandem repeats of a 359 bp cartilage-specific
enhancer, which starts 9477 bp upstream the Agc1 mouse tran-
scription start site (4XA1), followed by 289 to +6 Col2a1
promoter (pCol2) driving the expression of the firefly lucifer-
ase gene (Luc).
Yeast two-hybrid screens
We used the pGBDU:SHOX full length as bait, a whole mouse
embryo 9.5–10.5 dpc random primed cDNA library in pVP16
(kindly donated by Dr Stan Hollenberg, Vollum Institute, OR,
USA) and the Saccharomyces cerevisiae strain PJ69-4A. In
brief, yeast cells containing the bait plasmid were transformed
with the cDNA library using the LiAc/ssDNA/PEG-heat shock
protocol following the manufacturer’s instructions (Match-
maker Yeast Protocol Handbook, Clontech). We screened
Figure 8. SHOX mutants affect the activation of the Agc1 enhancer. Lucifer-
ase reporter activity of U2OS cells transfected with the (4XA1)pCol2Luc
reporter plasmid, renilla luciferase control plasmid and different combinations
of the SOX5 (A) or SOX6 (B), SOX9, SHOX wild-type and mutant expression
plasmids as indicated below the graph. Fold-increase values were obtained by
normalizing the relative luciferase units of each sample with the relative units
of the sample which was transfected with the reporter plasmid alone. All
values represent the mean and the standard deviation of three independent
samples, with each sample assayed in triplicate.
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250 000 transformants for growth in synthetic dropout (SD)
interacting media lacking leucine, uracyl and histidine amino
acids (Clontech) and supplemented with 2 mM 3-aminotriazole
(3AT, Sigma). The plates were incubated at 308C for 3–5
days. Colonies (n ¼ 51) were replated in duplicate onto SD
media lacking leucine, uracyl, adenine and histidine (Clon-
tech) and supplemented with 3.5 mM 3AT. Four of the 51 colo-
nies picked showed no growth on this medium and were
excluded from further analysis. b-Galactosidase assays on
duplicates of these cotransformations excluded an additional
four colonies as they were negative for this assay. Overnight
cultures of the 43 remaining colonies were grown from the
duplicate plate. The insert from the library plasmid was ampli-
fied by PCR. Single PCR products obtained for 36 of these
samples were sequenced using oligonucleotides surrounding
the cloning site. In order to exclude the spurious activation
of the system, the pGBDU:SHOX bait was transformed with
PVP16 empty vector into PJ69-4A yeast cells, and cells
were replated in duplicate onto SD interacting media (SD
media lacking leucine and uracyl; SD media lacking leucine,
uracyl and adenine; SD media lacking leucine, uracyl and his-
tidine and supplemented with 3.5 mM 3AT). No autoactivation
was detected.
Yeast two-hybrid cotransformation and b-galactosidase
liquid assay
Cotransformations of the human SHOX, SOX5 and SOX6 con-
structs into S. cerevisiae strain Y187 were performed using the
LiAc/ssDNA/PEG-heat shock protocol. Transformed cells
Table 1. Oligonucleotide sequences for the cloning of the SHOX, SOX5 and SOX6 constructs
Constructs Restriction enzyme sites Sense oligonucleotide 5′ –3′ Antisense oligonucleotide 5′ –3′
pEG202:SHOX BamHI/HindIII TTAggatccCAGCCATGGAAGAGCTCACG GTAaagcttGCGAGCCCCAGGGCCTCCGCGTGCT
pACT2:SHOX NcoI/BamHI ccatggCGATGGAAGAGCTCACGGCT ATggatccTCAGAGCCCCAGGGCCTC
pACT2:SHOX(117–292) NcoI/BamHI CGccatggATCAGAGGCGCAGCCGCA ATggatccTCAGAGCCCCAGGGCCTC
pACT2:SHOX(178–292) NcoI/BamHI CGccatggATCAGATGCATAAAGGCG ATggatccTCAGAGCCCCAGGGCCTC
pcDNA3-HA:SHOX XbaI/ApaI GCtctagaATGGAAGAGCTCACGGCT ATgggcccTCAGAGCCCCAGGGCCTC
pcDNA3-FLAG:SHOX XbaI/ApaI GCtctagaATGGAAGAGCTCACGGCT ATgggcccTCAGAGCCCCAGGGCCTC
pGBT9:SOX6 EcoRI/SalI CgaattcATGTCTTCCAAGCAAGCCACC CgtcgacCTCAGTTGGCACTGACAGCC
pGBT9:SOX6(263–577) EcoRI/SalI CgaattcATGCCTCCGCTCATGATCCCA CgtcgacCGCTGCTGGCACGGCCGCGG
pGBT9:SOX6(263–787) EcoRI/SalI CgaattcATGCCTCCGCTCATGATCCCA CgtcgacCTCAGTTGGCACTGACAGCC
pGBT9:SOX6(479–797) EcoRI/SalI CgaattcGGTGTTGACGGGAAACTGTCC CgtcgacCTCAGTTGGCACTGACAGCC
pcDNA3-HA:SOX6 XbaI/EcoRI CtctagaATGTCTTCCAAGCAAGCCACC CgaattcCTCAGTTGGCACTGACAGCC
pcDNA3-FLAG:SOX6 XbaI/EcoRI CtctagaATGTCTTCCAAGCAAGCCACC CgaattcCTCAGTTGGCACTGACAGCC
pGBT9:SOX5 BamHI/SalI CggatccGAATGTCTTCCAAGCGACCAGCC CgtcgacTCAGTTGGCTTGTCCTGCAATATGG
pcDNA3-HA:SOX5 XbaI/EcoRI GCtctagaATGTCTTCCAAGCGACCAGCC CgaattcTCAGTTGGCTTGTCCTGCAATATGG
pcDNA3-HA:SOX9 XbaI/EcoRI GtctagaATGAATCTCCTGGACCCCTTC CgaattcgTCAAGGTCGAGTGAGCTGTG
The incorporated enzymes sites are indicated with lower case letters.
Table 2. Oligonucleotide sequences for the generation of the SHOX and SOX6 fragments and the SHOX missense mutants
Construct Construct template Mutation introduced Sense oligonucleotide 5′ –3′
pACT2:SHOX(1–211) pACT2:SHOX Q211X CGGATGCCTTTCCAAtAGGTCCAGGCTCAG
pACT2:SHOX(117–211) pACT2:SHOX(117–292)
pcDNA3-HA:SHOX(Q211X) pcDNA3-HA:SHOX
pACT2:SHOX(1–115) pACT2:SHOX K115X GACCAAGCTGtAACAGAGGCGC
pACT2:SHOX(1–178) pACT2:SHOX Q178X CGCAAACAAGAGAATtAGATGCATAAAGGCGTC
pACT2:SHOX(117–178) pACT2:SHOX(117–292)
pACT2:SHOX(117–274) pACT2:SHOX(117–292) S274X CAACAGCAAGAATTagCAGCATCGCCG
pACT2:SHOX(K29T) pACT2:SHOX K29T CGGCGGAGGTAcGAAGGATTCCATTACG
pACT2:SHOX(K116E) pACT2:SHOX K116E CAGACCAAGCTGgAACAGAGGCGCAGC
pACT2:SHOX(L132V) pACT2:SHOX L132V GCAGCTGAACGAGgTCGAGCGACTCTTC
pcDNA3-HA:SHOX(L132V) pcDNA3-HA:SHOX
pACT2:SHOX(R153L) pACT2:SHOX R153L CGCGAGGAGCTCAGCCAGCtCCTGGGGCTCTCCGAGGC
pcDNA3-HA:SHOX(R153L) pcDNA3-HA:SHOX
pACT2:SHOX(R168W) pACT2:SHOX R168W AGGTTTGGTTCCAGAACtGGAGAGCCAAGTGCC
pcDNA3-HA:SHOX(R168W) pcDNA3-HA:SHOX
pACT2:SHOX(A170P) pACT2:SHOX A170P GGTTCCAGAACCGGAGAcCCAAGTGCCGCAAACAAG
pACT2:SHOX(R173C) pACT2:SHOX R173C GAACCGGAGAGCCAAGTGCtGCAAACAAGAGAATCAG
pACT2:SHOX(R195P) pACT2:SHOX R195P GACGCCTGCCcAGTGGCACCCTACGTC
pACT2:SHOX(A233E) pACT2:SHOX A233E CACCCGCACCTGGaGGCGCACGCGCCC
pACT2:SHOX(D278A) pACT2:SHOX D278A CCAGCATCGCCGcCCTGCGGCTCAAGG
pGBT9:SOX6(1–444) pGBT9:SOX6 S445X CTATCTAGTCTCAACTagCCTGCCCTTTTTGGG
pGBT9:SOX6(1–577) pGBT9:SOX6 E577X GGCCGTGCCAGCAGCTAGCCACACATTAAGC
The mutated site is indicated with lower case letters.
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were grown on SD plates lacking tryptophan and leucine
(Clontech) at 308C for 3–5 days. For interaction studies,
b-galactosidase liquid assays using chlorophenol
red-b-D-galactopyranoside (CRPG, Sigma-Aldrich) as sub-
strate were performed according to the Matchmaker Yeast
Protocol Handbook (Clontech).
Coimmunoprecipitation
HEK293 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (Invitrogen), supplemented with 10% fetal bovine
serum (Gibco) and 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen).
Twenty-four hours before transfection, cells were seeded in
a 10 cm plate at a density of 3 × 106 cells. Medium was
changed prior to transfection. Cells were then cotransfected
with 10 mg of each plasmid using FUGENE6 transfection
reagent (Roche) at a FUGENE6:DNA ratio of 2.5:2. Twenty-
four hours post-transfection, cells were lysed using the
reagents from the Nuclear Complex co-IP kit (Active Motif)
and following the manufacturer’s instructions. Nuclear
extracts were immunoprecipitated with 20 ml of anti-FLAG
M2-agarose beads (Sigma-Aldrich) using reagents of the
Nuclear Complex co-IP kit (Active Motif) and following the
manufacturer’s instructions.
Western blot analysis
Proteins from cell extracts and immunoprecipitation samples
were separated by sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide
gel electrophoresis and transferred to nitrocellulose membrane
(BioRad). Membranes were blocked overnight at 48C in TN
buffer (Tris 50 mM, pH ¼ 8, NaCl 150 mM, Sigma-Aldrich)
with 0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich), 5% non-fat dry milk
and 3% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich). Blots
were then incubated for 2 h at room temperature with
various antibodies: rabbit polyclonal anti-SHOX (20) at a
dilution of 1:3000, rabbit polyclonal anti-SOX5 (Ab26041,
Abcam) at a dilution of 1:2000, rabbit polyclonal anti-SOX6










temp. (8C)Sense (5′ –3′) Antisense (5′ –3′)
1 CCCCTAACCACACAATGACG AGTCTTGAAAAATACAAAAGAAACG 56 516 58.8–67.8 57.0
58.8–67.8 58.0
58.8–67.8 60.0
2 TCACTTTTTAATCTTTCAGCTGAAT AGAGGTGAGGGCAGAAATAC 54 520 58.8–67.8 53.5
58.8–67.8 55.0
58.8–67.8 59.0
3 TTTTTGATGAAGCCATTATG AGAGGTGAGGGCAGAAATAC 52 599 55.0–64.0 55.2
55.0–64.0 56.4
4 TGTACTATCTATTGTGCCAGAGAGC GGGAGGTGGAAGGGACTCTTAT 54 509 58.7–67.7 54.6
58.7–67.7 58.1
58.7–67.7 59.9
5 TTAGGAGCACAGACACGTCTAT AGCATAAGATGAAAATAACTGTTAG 52 435 57.6–66.6 53.5
57.6–66.6 55.5
57.6–66.6 56.9
6 AGTCCCAAAGCATATCCTCAAGC ATTGAATTATAAAGAATATTGGC 53 491 58.5–67.5 55.6
58.5–67.5 58.0
58.5–67.5 60.0
7 TAATTTGCAGGTGGAGAGTAGATAA GGCTAAAAATTAAGAGAATCAACA 55 323 55.4–64.4 55.6
55.4–64.4 57.5
55.4–64.4 59.0
8 ATAGGAAAAATACCATATCTGAATA CCCTTACTTGATTCTTACCTC 54 381 56.7–65.7 55.4
56.7–65.7 59.4
56.7–65.7 60.4
9 TTGAAGGAGGCATTATGTTGACAGC GAATTCAAGCCGTGTATAGAGTG 56 458 58.0–67.0 56.5
58.0–67.0 57.5
58.0–67.0 59.5
10 AAAGTGATTTTTATGGTTAAACGCT GATGAGGCCTTCTATATTAATGG 53 370 56.5–65.5 53.6
56.5–65.5 55.8
56.5–65.5 59.0
11 GGAGTTAATGTATTATAATGTGGC AGTTTTAATTGGCACTACCTAGA 51 269 53.7–62.7 53.8
53.7–62.7 55.0
53.7–62.7 56.5
12 TTTAACGCTAACACGAAGTG AATGATCAGTAGCAATATCTAGTGG 54 539 59.0–68.0 54.9
59.0–68.0 56.9
59.0–68.0 57.9
13 TAGATTTTCTTGTTCTCAGCCATA TTTTTCAAGATCATGTGGGAGACTA 55 459 58.0–67.0 55.5
58.0–67.0 57.5
58.0–67.0 61.0
14 GAGTTTGAAAAATGTTAGGCA GGCCACTGGTAAGGATG 56 514 58.7–67.7 55.0
58.7–67.7 57.5
58.7–67.7 61.5
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(Sc-20092, Santa Cruz Biotechnology) at a dilution of 1:2000,
rabbit polyclonal anti-SOX9 (Ab3697, Abcam) at a dilution
of 1:2000, mouse monoclonal anti-FLAG antibody
(Sigma-Aldrich) at a dilution of 1:3000 and mouse mono-
clonal anti-HA antibody (Sigma-Aldrich) at a dilution of
1:2000. After washing, the membranes were incubated with
horseradish peroxidase-conjugated secondary goat anti-rabbit
antibody or with horseradish peroxidase-conjugated secondary
rabbit anti-mouse antibody (Pierce). Finally, proteins were
visualized with the Western lightning chemiluminescence
reagent plus (Perkin Elmer).
Immunohistochemistry
Human tibia growth plate sections were obtained from two
spontaneously aborted normal fetuses of 18 and 32 weeks,
after obtaining informed consent. Paraffin sections of growth
plates were deparaffinized and rehydrated to water. Exogenous
peroxidase was quenched with 0.3% H2O2 in methanol, and
the non-specific antibody-binding sites were blocked using
10% normal goat serum (Vector Laboratories). The sections
were incubated at 48C overnight with the antibodies, described
previously, at the following dilutions: SHOX (1:50), SOX5
(1:50), SOX6 (1:25) and SOX9 (1:50). The biotin/avidin–
horseradish peroxidase system (ABC Universal kit, Vector
Laboratories) was used to detect antibody binding, and diami-
nobenzidine (DAB; Vector Laboratories) was used to visualize
the results. Cells were then stained with haematoxylin
(Sigma-Aldrich) for 2 min and finally mounted with Depex
(BDH). Negative controls were performed by (i) replacing
the primary antibody with phosphate-buffered saline, (ii)
using a rabbit polyclonal IgG isotype control (Ab27472,
Abcam) at a dilution of 1:50 or (iii) using preimmune serum
from the rabbit immunized with the SHOX peptide, at a
dilution of 1:1000. Sections of a normal adult colon were
also used as negative control tissue with the SHOX, SOX5,
Table 4. Oligonucleotide sequences and dHPLC conditions for the mutation screening of the coding exons and intron/exon boundaries of SOX6
SOX6
exon







(8C)Sense (5′ –3′) Antisense (5′ –3′)
2 GGACCACAAATATCTCTAAAGT CTGGTAGTTGTTTCATGATCT 53 490 58.4–67.4 56.0
58.4–67.4 59.0
58.4–67.4 59.8
3 CTAAGCATCATATACTGTCCTC GCCATCACCATAGTAACCTC 53 458 58.0–67.0 54.0
58.0–67.0 56.0
58.0–67.0 60.0
4 TATCCTGGGGTTCAAGCTACA GTGGGGAAATTTTTCAGTTTGT 52 412 57.3–66.3 52.1
57.3–66.3 53.5
57.3–66.3 54.5
5 TACTCTCTGGTGTTCCTGTACC CTTACAACAAATAAGCCAATCA 56 418 57.4–66.4 55.7
57.4–66.4 60.7
6 GAGGTAATGGCAGAGGTGTAAG TTTATAAGACAGGGGTACATC 51 226 57.1–66.1 55.5
57.1–66.1 56.4
7 TCTGATCATAGGCTCTCTTCTG CATAGTTCCCTGGCATGCTCC 55 251 53.0–62.0 61.0
53.0–62.0 61.5
53.0–62.0 63.0
8 TTTGGGCTTAGAGCAATGTTG AGTCCTAATGTGATCTTTTCC 53 403 57.1–66.1 54.8
57.1–66.1 57.3
57.1–66.1 58.8
9 CAGTGCCACTGTTTGATACTGT GAAGAGCCTCCTTAGGAATG 53 456 55.9–64.9 58.1
55.9–64.9 59.1
10 GGCTGTCTGAGAAATCTAACAA CCTGTTTCTCAATGCTCAATTA 55 416 57.3–63.3 57.0
57.3–63.3 58.5
57.3–63.3 61.0
11 GTAGGAGAATGTGGCATTGT CTTTTACTAAGGAGCACTTTGG 55 402 57.1–66.1 54.7
57.1–66.1 56.7
57.1–66.1 60.7
12 CTACAGGGGAGGGGATAGTAGT GGGCGTATTTGTTAATCAAC 56 456 58.0–67.0 57.0
58.0–67.0 59.1
58.0–67.0 60.5




14 CGGCAAGCTGTGTGACATTAT AGCTGGCTGACCTTCGTCTAAC 59 444 57.8–66.8 57.9
57.8–66.8 60.1
15 AATATGTTGCCTTGACCACTTG CTATGACACAGCAAAGATTCTC 55 420 57.4–66.4 58.2
57.4–66.4 58.7
57.4–66.4 59.0
16 GGGCTCCCTTTTGAAAGTGTAG CATGCGGGCTCTTTAATAACTC 57 484 58.4–67.4 55.5
58.4–67.4 57.5
58.4–67.4 59.0
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SOX6 and SOX9 antibodies. Sections were examined using a
BX41 microscope (Olympus), and photos were taken using a
DP20 digital camera (Olympus) with CellA software
(Olympus).
Luciferase assay
U2OS cells were seeded in 12-well plates at a density of
160 000 cells/well. Reporter constructs were cotransfected
with expression plasmids using FUGENE6 transfection
reagent (Roche) according to the manufacturer’s instructions
and with a 3:2 FUGENE:DNA ratio. DNA included 300 ng
of PRL-TK control plasmid, 1500 ng of (4XA1)pCol2Luc
reporter plasmid (control and reporter plasmids were trans-
fected in a 1:5 ratio) and 250 ng of SHOX, SOX5, SOX6 or
SOX9 expression plasmids (pcDNA3-FLAG or pcDNA3-HA
vectors). Empty expression plasmid was added, whenever
necessary, to normalize DNA concentrations. Each plasmid
combination was transfected in three wells. Twenty-four
hours later, cells were lysed and the reporter activity was
measured in triplicate using the Dual luciferase reporter
assay system (Promega) according to the manufacturer’s
instructions. Each sample was normalized, first, with respect
to the renilla luciferase activity, and then secondly, to that
transfected only with the reporter plasmid. Statistical analyses
were undertaken with SPSS v15.0 for Windows. We employed
one-factor analysis of variance (ANOVA) with the Bonferroni
post hoc test for analysing the results of luciferase assay.
SOX5 and SOX6 mutation screening
Patients. Ethical approval was obtained from the respective
institutions. The cohort consisted of 37 probands with LWD
or suspected LWD. All participants provided informed
consent for the performed studies. Clinical details were
obtained for all patients recruited into the study. Whenever
possible, these included birth details, anthropometric measure-
ment, actual height and height standard deviation scores
(SDSs) according to the national standards (30), physical
examination of extremities and X-rays of the lower arm.
Family histories were also documented, including parental
heights. In all cases, the presence of SHOX/PAR1 alterations
had been excluded previously (5,9).
Peripheral blood was drawn from probands for DNA extrac-
tion. Genomic DNA was isolated by the salt precipitation
method (31). The screening of point mutations, small deletions
and insertions in the coding sequences and intron/exon bound-
aries of SOX5 (ENST00000451604) and SOX6 (ENST00000
316399) was performed by denaturing high-performance
liquid chromatography (dHPLC, Transgenomic Wave
3500HT), and subsequent sequencing of any identified
heteroduplex using the BigDye Terminator V3.1 kit
(Applied Biosystems). PCR conditions were as described pre-
viously (5). Primer sequences, amplicon sizes, PCR annealing
temperatures and dHPLC conditions for SOX5 and SOX6 are
available in Tables 3 and 4, respectively.
SOX5 deletion analysis was undertaken through the detec-
tion of heterozygosity of a (GA)n dinucleotide repeat marker
located 53 kb upstream of SOX5 exon 1 and by the detection
of heterozygosity of SNPs in the SOX5 amplicons. Analysis of
the patients for the SOX5 microsatellite marker was under-
taken using the following oligonucleotides: 5′-CCGCTGCT
GGAAGTG-3′ and 5′-CCACCTATGATCGTCTCCAA-3′.
PCR conditions were as previously described (5) and the
amplicon annealing temperature was 558C. Amplification pro-
ducts were separated using an ABI 3130 Sequencer.
SOX6 large deletions and duplications were studied in our
cohort by observing heterozygosity of SNPs in the SOX6
amplicons and by using a SOX6 self-designed MLPA assay.
This consisted of 11 SOX6 probes and three control fragments
(Table 5). MLPA reactions were carried out using an EK1
SALSA MLPA Kit (MRC-Holland, Amsterdam, The
Netherlands) according to the manufacturer’s protocol. The
ratios of the test’s peak areas versus those of the control
samples were determined using an Excel data sheet. Normal
peaks were classified as showing a ratio of 0.65–1.35,
whereas deletions and duplications were classified as having
a ratio ,0.65 or .1.35, respectively.







Sequence at ligation site
SOX6- 2 11p15.3 Exon 2 94 CAAGATGCTGACTGGGACAGCGTTCT-GTCATCTCAGCAAAGAATGGTGAGCC
SOX6- 3 11p15.3 Exon 3 104 CAAAGGGAGTCTTGCCGATGTGGT-GGACACACTGAAACAGAAGAAGCTTGAGG
SOX6- 5 11p15.3 Exon 5 108 GAACGGCAGCTCTCCACCATGATT-ACCCAGCTGATCAGTTTACGGGAG
SOX6- 7 11p15.3 Exon 7 117 GCTCCCTGTCTGATCATAGGCTCTCTT-CTGTTTAGCAGGTTCAGGGTCACATG
SOX6- 8 11p15.3 Exon 8 122 CCGACAGGTGATAACTACCCCGTA-CAGTTCATTCCATCAACAATGGCAGCTGC
SOX6- 9 11p15.3 Exon 9 133 GGCTAAAGGGCCTAAGTGACCGTTT-TGGCAGGAATTTGGACACCTTTGAAC
SOX6- 10 11p15.3 Exon 10 143 GTCACCTGGAGCAAAGATGCCATC-AACTCCACAGCCACCAAACACAGCAG
SOX6- 11 11p15.3 Exon 11 138 CAGAACCTCTTCCCAGCCAGCAAA-ACCAGCCCTGTCAATCTGCCAAACT
SOX6- 13 11p15.3 Exon 13 148 GACCTTACTCGGCCAGAAGATGCA-GAGGGTGAGTGGCTTTTCTCTAGTTC
SOX6- 15 11p15.3 Exon 15 100 CTGATGAGGTCTCGGAGACAGGAGAT-GAGGCAGTTCTTTACTGTGGGGTAAGTATTCC
SOX6- 16 11p15.3 Exon 16 152 CGGTCATCCAGAGCACTTATGGTA-TGAAGACAGATGGCGGAAGCCTAG
WBSCR1 7q11.23 — 89 GGTAGCTCTCGAGAATCTAGAGGTGG-ATGGGATTCCCGGGATGACTTC
RAI1 17p11.2 — 112 GGCAAGGAAAAGTGGCCTTTTGCGTGACA-CAGAAGTGGACACATCATTCTGATCTCA
GGGCTCT
MAPT 17q21.31 — 128 CCTGGGACTTTAGGGCTAACCAGTTCTCTTTGTA-AGGACTTGTGCCTCTTGGGAGACG
TCCACCCGTTTC
Chromosomal location, SOX6 exons, probe lengths and ligation site sequences are indicated for the SOX6 and three control fragments.
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Context: Le´ri-Weill dyschondrosteosis (LWD) is a skeletal dysplasia characterized by disproportion-
ate short stature and the Madelung deformity of the forearm. SHOX mutations and pseudoau-
tosomal region 1 deletions encompassing SHOX or its enhancers have been identified in approx-
imately 60% of LWD and approximately 15% of idiopathic short stature (ISS) individuals. Recently
SHOX duplications have been described in LWD/ISS but also in individuals with other clinical man-
ifestations, thus questioning their pathogenicity.
Objective: The objective of the studywas to investigate the pathogenicity of SHOX duplications in
LWD and ISS.
Design and Methods: Multiplex ligation-dependent probe amplification is routinely used in our
unit to analyze for SHOX/pseudoautosomal region 1 copy number changes in LWD/ISS referrals.
Quantitative PCR, microsatellite marker, and fluorescence in situ hybridization analysis were un-
dertaken to confirm all identified duplications.
Results:During the routine analysis of 122 LWD and 613 ISS referrals, a total of four complete and
10partialSHOXduplicationsormultiple copynumber (n3)aswell asoneduplicationof theSHOX
5 flanking regionwere identified innineLWDandsix ISS cases. PartialSHOXduplicationsappeared
to have a more deleterious effect on skeletal dysplasia and height gain than complete SHOX
duplications. Importantly, no increase in SHOX copy numberwas identified in 340 individuals with
normal stature or 104 overgrowth referrals.
Conclusion:MLPA analysis of SHOX/PAR1 led to the identification of partial and complete SHOX
duplications or multiple copies associated with LWD or ISS, suggesting that theymay represent an
additional class of mutations implicated in the molecular etiology of these clinical entities. (J Clin
Endocrinol Metab 96: E404–E412, 2011)
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Abbreviations: FISH, Fluorescence in situ hybridization; GAPDH, glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase; indel, insertions or deletions; ISS, idiopathic short stature; LWD,
Le´ri-Weill dyschondrosteosis; MIM, Mendelian Inheritance in Man; MLPA, multiplex liga-
tion-dependent probe amplification; PAR1, pseudoautosomal region1; qPCR, quantitative
real-time PCR; SDS, SD score; SHOX, short-stature homeobox-containing gene.
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Le´ri-Weill dyschondrosteosis (LWD) [Mendelian Inher-itance in Man (MIM) 127300] is a dominantly in-
herited skeletal dysplasia characterized by disproportion-
ate short stature, mesomelic limb shortening, and the
Madelung deformity of the forearm: the bowing of the
radius and the distal dislocation of the ulna (1, 2). Idio-
pathic short stature (ISS; MIM 300582) is a condition
defined as a height below2 SD score (SDS) in the absence
of known specific causative disorders (3). To date, het-
erozygous deletions of two distinct regions of the pseudo-
autosomal region 1 (PAR1), the short-stature homeobox-
containing gene (SHOX; MIM 313865) (4, 5) and the
downstream enhancer region (6–8) or point and small
insertions or deletions (indel) mutations within SHOX,
have been identified in up to 60% of LWD and approx-
imately 15% ISS patients (9–11). Homozygous or com-
pound heterozygous SHOX mutations as well as bial-
lelic deletions of SHOX and/or the downstream PAR1
region result in a more severe phenotype, known as
Langer mesomelic dysplasia (MIM 249700) (12–15).
Conversely, SHOX overdosage, caused by either struc-
tural rearrangements or numerical abnormalities of the
sex chromosomes, has been shown to be associatedwith
normal to tall stature (16–18). Although the underlying
pathological mechanism remains unknown, it has been
proposed that the association of an extra copy of
SHOX, especially with estrogen deficiency, results in
tall stature through an abnormally prolonged growth
period in the late teenage years and early adulthood
(17). In contrast, SHOX duplications have been re-
cently described in three LWD/ISS patients as well as in
individuals with diverse clinical features, leading to un-
certainty of their involvement in LWD/ISS etiology
(19–22).
Until recently, themolecular diagnosis of LWD,Langer
mesomelic dysplasia, and ISS patients was commonly un-
dertaken by microsatellite and/or fluorescence in situ hy-
bridization (FISH) of the SHOX encompassing PAR1 se-
quence (9, 10, 23). We and others (6, 9, 24–27) have
shown the advantages of using multiplex ligation-de-
pendent probe amplification (MLPA) for the identifi-
cation of PAR1 deletions encompassing SHOX and/or
the downstream enhancer region. This technique has
permitted us now to identify 14 complete or partial
SHOX duplications or multiple copies (n  3) and one
duplication upstream of SHOX in nine LWDand six ISS
probands. We report our clinical and molecular find-
ings on the largest number of SHOX duplications re-
ported to date, with the aim to increase our knowledge
of whether such alterations are involved in the etiology
of LWD and ISS.
Patients and Methods
Clinical patients
The study was approved by the local ethical committees
and all participants provided informed consent. The LWDand
ISS patient samples were referred from endocrinology and
genetic clinics. LWD patients were ascertained using the in-
clusion criteria of the presence of theMadelung deformity and
mesomelic shortening of the limbs in the proband or a direct
family member. Stature was recorded and SDS were deter-
mined according to the population standards for age and gen-
der (28) (http://www.aepap.org/crecorbegozo.ht; http://www.
magicfoundation.org/). ISS patients with stature less than2 SDS
were ascertained using the current consensus criteria (3).
Two control cohorts were also obtained and analyzed. A co-
hort of 340 normal controls, obtained from the Spanish DNA
bank (University of Salamanca, Salamanca, Spain), with heights
within the normal range for the Spanish population for age and
gender (2 SDS2). The second control cohort consisted
of 104 overgrowth referrals with heights greater than 3 SDS.
Peripheral blood was drawn from probands and, when pos-
sible, from relevant family members. All samples were reported
to have a normal G-banding karyotype. Genomic DNAwas iso-
lated from whole blood using the salt precipitation method
(blood kit; QIAGEN, Valencia, CA).
MLPA assay
MLPAanalysis was carried out using the commercial SHOX/
PAR1MLPAkit (Salsas P018B-D1;MRCHolland,Amsterdam,
The Netherlands) in accordance to the manufacturer’s recom-
mendations. In particular cases, SHOX duplications were fur-
ther delimited using an additional MLPA assay including six
novel probes, located between the Xp telomere and SHOX
(kindly donated by Dr. Simon Thomas, Wessex Regional Ge-
netics Service, Wiltshire, UK). The MLPA assays were analyzed
with help of GeneMapper software (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Subsequently the ratios of the proband’ peak areas vs.
controls’ samples were determined using an Excel data sheet
(MicrosoftCorp.,Richmond,CA).Normalpeakswere classified
as showing a ratio of 0.65–1.35, whereas deletions and dupli-
cations were classified as having a ratio less than 0.65 or greater
than 1.35, respectively. Each alteration was confirmed in an in-
dependent MLPA replicate.
Validation of SHOX copy number
Microsatellite analysis
Samples were analyzed for the presence of a triallelic pattern
with the help of a panel of previously described PAR1 mic-
rosatellite markers: DXYS10137, DXYS10138, DXYS201,
DXYS10092, DYS290, DXYS10093, andDXYS10083 (6, 24).
Quantitative real-time PCR (qPCR)
Three qPCR assays targeting sequences within SHOX and
flanking regionswere designed to confirm the SHOX copy num-
ber. Primer sequences and probes are described in Supplemental
Table 1, published on The Endocrine Society’s Journals Online
web site at http://jcem.endojournals.org. The qPCR was per-
formed in a final volume of 10 l. The reactions, in duplicate,
contained 1 LightCycler 480 probes master mix (Roche,
Mannheim, Germany), 10 M of each primer, 10 M of both
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target (labeled with FAM) and calibrator [glyceraldehyde-3-
phosphatedehydrogenase (GAPDH), labeledwithHEX]probes,
and 10 ng of genomic DNA. The cycling conditions were as
follows: a prerun at 95 C for 10 min, 45 cycles of 10 sec at 95 C,
30 sec at 60 C and 1 sec at 72 C, and finally a 40 C cooling step
for 30 sec. A no-template negative control was included in each
assay. The samples were amplified in a Lightcycler 480 system
(Roche). Test samples andnormal controlswere first normalized
to the GAPDH control and subsequently to the mean Ct value
determined for five normal controls. Normal peaks were classi-
fied as showing a ratio of 0.65–1.35, whereas duplications were
classified as having a ratio greater than 1.35.
FISH analysis
To determine if the detected extra copy or copies were the
consequence of chromosomal translocations, we undertook
FISH analysis on metaphase chromosomes prepared from pe-
ripheral blood lymphocytes by standard techniques (29). FISH
was performed with cosmids from the distal PAR1, including
two spanning the entire SHOX, LLNOYCO3M15D10 and
LLNOYCO3M34F5 (30). Centromeric probes DXZ2 and
DYZ3 were used as controls.
Exclusion of point mutations, small deletions, or
insertions in SHOX
All LWD and ISS probands were excluded for SHOX muta-
tions by denaturing HPLC, high resolution melting analysis,
and/or DNA sequencing, as previously reported (9).
Results
Characterization of SHOX duplications
Four complete and 10 partial SHOX duplications or
multiple copies (n  3) as well as one duplication of the
SHOX5 flanking regionwere identified innineLWDand
six ISS probands (Table 1 and Fig. 1). Eight of nine LWD
probands presented with partial SHOX duplications or
multiple copies; oneLWDprobandhada completeSHOX
duplication, whereas three of six ISS referrals presented
with whole SHOX duplications; two presented with two
different partial SHOXduplications, andone ISSproband
presented with a duplication of the SHOX 5 flanking
region (Fig. 2). No pathogenic PAR1 deletions or point or
indel SHOXmutations were identified in the 15 probands.
Proband heights and clinical details are shown in Fig. 1 and
Table 1. No increases in SHOX copy number were detected
in 340 normal height controls or 104 overgrowth referrals.
The complete SHOX duplications ranged in size from
38 to346kb, extending fromtheSHOX5 flanking region
through at least exon 6b in three ISS cases, and from the
SHOX 5 flanking region through to approximately 100
kb downstream of SHOX in the single LWD case present-
ing with a complete gene duplication (Fig. 2). Partial
SHOX duplications or multiple copies ranged from 13 to
294 kb, extending from the SHOX 5 flanking region
TABLE 1. Clinical features of the 15 LWD/ISS probands with complete or partial SHOX or SHOX 5 flanking










1 F ISS Complete 2.57 (13.0) N Slightly shortened neck
2 F ISS Complete 2.19 (adult) N
3 F ISS Complete 2.29 (13.8) N Postponderal delay,
dermatitis atopica




in wrists, hips, and
knees
5 F ISS Partial (5-Ex3) 2.01 (6.7) N
6 M LWD Partial (5-Ex3) 2.25 (13.0) Y
7 M LWD Partial (Ex2-6b) 1.80 (10.7) Y
8 M LWD Partial (Ex2-6a) 3.88 (15.5) Y
9 F LWD Partial (Ex2-6a) 4.13 (5.0) Y Piloric stenosis, vesicle
uretheral reflux
10 F LWD Partial (Ex2-6a) 2.24 (13.0) Y Minimal cubitus valgus
11 M LWD Partial (Ex2-6a) 2.06 (10.0) Y
12 F LWD Partial (Ex2-6a) 3.95 (13.5) Y Menarche at 8 yr
13 F LWD Partial (Ex2-6a) 1.88 (7.5) N Small for gestional age,
premature adrenarche
14 F ISS Partial (Ex4-3) 2.40 (14.0) N Mental retardation,
dysmorphic facies
15 F ISS 5 region 2.10 (adult) N
F, Female; M, male; MD, Madelung deformity present (Y) or absent (N).
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through to exon 3, in two cases (one LWD and one ISS);
from exon 2 to exon 6a in six LWD cases; from exon 2
through to exon 6b in one LWD case; and from exon 4 to
approximately150 kb downstream of SHOX in one ISS
referral (Fig. 2). Proband 15 carried a duplication located
upstream of SHOX, which did not include any SHOX
coding sequence (Fig. 2). The duplication was at least 320
kb in size, extending from themost telomerically analyzed
probe, P1 (250 kb from telomere), to marker DYS201,
15 kb upstream of SHOX.
The height SDSof the eight LWDprobandswith partial
SHOX duplications or multiple copies ranged between
4.13 and 1.80, whereas the single LWD who had a
complete SHOX duplication (proband 4) had a height
within the normal range (0.3 SDS). She presented with
shortening of the ulnas, Madelung deformity, curving of
the lower limbs, and cubitus valgus and complained of
articular pain in the wrists, hips, and knees.
Six LWD referrals (probands 8–13) carried a similar
duplication spanning SHOX exons 2–6a (Fig. 2). No
SHOX haplotypewas shared between these six probands.
Interestingly, in one case (proband 8), both affected par-
ents presented with a similar alteration as the LWD diag-
nosed proband (Fig. 1), although no common SHOX hap-
lotype was shared between them (data not shown). PAR1
haplotype analysis confirmed that proband 8 had inher-
ited the allele with the extra copies from his mother and
shared the same nonduplicated paternal allele with his
healthy brother, who had inherited the nonduplicated al-
leles form both parents. Probands 5 (ISS) and 6 (LWD)
appear to share the same duplication extents, spanning
from probe P2 in the SHOX 5 flanking region to exon 3,
FIG. 1. Family pedigrees of the 15 LWD/ISS probands with duplications or multiple copy number of SHOX or the 5 flanking region. The probands
are indicated by the arrow. Black-filled symbols indicate the clinical diagnosis of LWD, whereas gray-filled symbols indicate the clinical diagnosis of
ISS, unfilled symbols indicate normal stature and no dysplasia. The height SDS and SHOX copy number are shown below each individual. ND,
Height not documented. Copy number status is indicated with N (normal, n  2) and inverted triangles (increased SHOX copy number, n  2).
NA, No DNA available but heights were obtained from spouse or by telephone. In 11 cases the alterations were shown to be inherited (probands
1–3, 5–8, 11, 12, 14, 15). Paternity was confirmed by specific testing in proband family 13. Somatic mosaicism is suspected in I.2 of family 13. The
inheritance of the duplication could not be ascertained in the remaining three cases due to lack of parental DNA samples (probands 4, 9, and 10).
In family 15, II.3 has an inversion of chromosome 14q22-q24, and III.1 has mental retardation and premature adrenarche.
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corresponding to a size of 273–294 kb (Fig. 2). Two un-
related ISSprobands (probands2and3), harboringa com-
plete gene duplication, also appear to share the same 5
and 3 break points (Fig. 2).
Confirmation of duplications
SHOX copy number was confirmed by at least one
alternative method, qPCR (probands 1–13, Fig. 2) and/or
the observation of three alleles for one or more PAR1
microsatellite markers (probands 1, 3, 5, 6, 14, and 15,
Fig. 2). TheMLPA and qPCR data were concordant in 10
of 13 analyzed cases (Table 2) and differing in only one
copy in two further cases (probands8and9). Interestingly,
three probands were observed, by MLPA and qPCR, to
have multiple copies of the affected region (probands 8,
10, and13;Table 2).Despite extensive optimizationof the
various techniques and multiple attempts and due to lim-
itations of the quantification assays, the exact number of
copies could not be determined for proband 13, which
appeared to have the largest number of copies (5–18).
Fluorescence in situ hybridization
To investigate whether the extra copy/copies of SHOX
were translocated to another chromosome, we undertook
FISHanalysis onmetaphase chromosomes fromprobands
1, 4, 5, 8 (Supplemental Fig. 1), 12, and 13 and from both
parents of proband 8 (Supplemental Fig. 1). No translo-
cation was detected in any of the analyzed samples.
Discussion
We report on the largest collection of LWD or ISS cases
associated with SHOX duplications or multiple copy
number detected to date. For aiding the flow of reading,
from this point on, we use the term SHOX duplications to
include not only the 12 duplications but also the three
cases that have multiple SHOX copies (n 3). Four com-
plete and 10 partial SHOX duplications as well as one
duplication upstream of SHOX were detected in nine
LWD and six ISS probands by MLPA and confirmed by
FIG. 2. Schematic representation of the genomic location and approximate extensions of the observed SHOX duplications in the 15 LWD/ISS
probands, estimated from data obtained from MLPA, qPCR, and microsatellite marker analysis (diagram not drawn to scale). The approximate
coordinates are according to chromosome X, National Center for Biotechnology Information (Bethesda, MD) assembly GRCh37. The MLPA probes
are named according to kit P018D1 and are indicated by gray boxes, microsatellite markers are indicated by gray ovals, and qPCR amplicons are
indicated by gray diamonds. , An increased SHOX copy number (n  2), determined by either MLPA or qPCR or by the observation of three
alleles by microsatellite marker analysis. The duplication size range is indicated adjacent to each proband. Œ, The presence of a deletion in
heterozygosity corresponding to MLPA probe L5101 observed in probands 6 and 8 and in homozygosity in proband 9. The deletion was
characterized by fine-tiling Y-chromosome aCGH (Nimblegen Y chromosome specific array), and the breakpoint was subsequently characterized to
have occurred between 820736 and 825695 on the X chromosome, National Center for Biotechnology Information assembly GRCh37/hg19. Part
of the AluY sequence from the 3 deletion end of the 4959-bp deletion is present (61 bp), which aligned with the AluSc sequence from the 5
deletion end resulting in homologous recombination. The frequency of this 4959-bp deletion was not significantly different in ISS (11.6%, n 
613), normal-height controls (12.1%, n  340), and overgrowth controls (4.8%, n  104), indicating that this deletion represents a polymorphic
copy number variant.
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alternative methods. Importantly, no duplication was ob-
served in 340 controls with normal height or 104 over-
growth referrals suggesting that they associate specifically
with LWD or ISS.
SHOX duplications were identified in nine of 122
(7.3%) LWD and six of 613 (1.0%) ISS probands. No
precise statistical analysis couldbeundertaken to compare
frequencies between the LWD and normal height cohorts
due to ascertainment bias and incomplete clinical data.
Despite this and assuming the frequency of duplications to
be equal in the normal population as the LWD/ISS cohort,
we shouldhaveobservedat least seven cases in thenormal-
height control cohort, if they would represent nonpatho-
genic copy number variants, and two in the overgrowth
referrals, if they were associated with overgrowth.
When we compared the total number of duplications
detected with the number of PAR1 deletions, encompass-
ing SHOX or its enhancers, or SHOXmutations detected
in our LWD/ISS cohort, the incidence of SHOX or 5
flanking duplications compared with PAR1 deletions was
significantly lower (15 vs. 49), a finding that is consistent
with recent studies regarding the incidence of segmental
duplications in other disorders (31, 32, 34, 35). In our lab-
oratory, the frequency of PAR1 duplications is very similar
to that of SHOX point mutations and indels (15 vs. 18).
Genotype/phenotype correlations
Partial SHOX duplications were more frequently as-
sociatedwith LWD(n8probands) than ISS (n2). The
heights of the LWD probands presenting with partial
SHOX duplications varied between 4.13 and 1.80
SDS, whereas the single LWD proband who presented
with a complete SHOX duplication had normal stature
(0.30 SDS). This variability is not unexpected because it is
well documented that SHOX haploinsufficiency due to
SHOX deletion/mutations exerts a widely variable effect
on LWD patient’s height (5.6 to 0.3 SDS) (30–32, 33–
35). Interestingly, all six unrelated probands presenting
with the overlapping partial duplication of SHOX exons
2–6a presented with similar, LWD characteristic dyspla-
sic features, and height SDS varied between 4.13 and
1.88. Although no definitive conclusion can be drawn
from our present data, partial SHOX duplications appear
to bemore deleterious than complete SHOXduplications,
resulting more often in the fully penetrant LWD rather
than ISS, suggesting an underlying molecular mechanism
also resulting in SHOX haploinsufficiency.
The first intrachromosomalSHOXduplicationwasde-
scribed in a LWD proband (31, 33). Recently complete
SHOX duplications were identified in five further indi-
viduals: two with LWD (19, 21), one with ISS (22), and
two with Asperger syndrome (19) or cleft lip palate, re-
spectively (19). A large duplication was also recently re-
ported in a patient referred formildmental retardation, con-
genital abnormalities, and dysmorphic features (20). In our
cohort, mental retardation and dysmorphic facies were also
reported in the clinical records of ISS proband 14.
Recent articles have reported the detection of SHOX
duplications by subtelomeric MLPA assay in clinical re-
















1 1.62 2.05 1.70 1.71 1.38 3
2 (1.33) 1.90 1.01 1.62 1.75 3
3 1.57 1.45 0.85 1.51 1.48 3
4 1.34 1.55 1.26 1.45 1.39 3
5 1.45 1.67 1.12 1.56 1.48 3
6 1.39 (1.32) 1.25 1.36 1.36 3
7 1.01 1.77 1.27 1.77 1.38 3
8 0.97 3.54 1.16 3.54 2.90 6–7
9 0.93 2.12 1.25 2.12 1.60 3–4
10 1.06 2.18 1.12 2.18 2.20 4
11 0.96 1.49 1.04 1.49 1.50 3
12 1.06 1.37 1.04 1.37 1.80 3
13 0.87 8.06 1.19 8.06 3.71 5–18a
(8.93, 7.19) (2.51, 3.57, 5.07)b
The qPCR amplicons with values above normal (i.e. more than two copies) are indicated in bold. Each qPCR was performed in duplicate and each
assay was repeated twice. The test samples were normalized to the two copy GAPDH control gene. Each MLPA was repeated twice except for
proband 13, which was repeated three times.
a The number of copies cannot be finely determined due to the large variability and the sensitivity limits of the assays. No qPCR was undertaken in
proband 14 due to lack of DNA and in proband 15 because the duplicated region did not encompass any of the three amplicons. No qPCR was
undertaken for proband 15 because the duplication did not include any of the analyzed regions.
b The average values of the qPCR and MLPA assays are shown for proband 13.
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ferrals unrelatedwithLWDor ISS (19, 20, 22).We reviewed
the 745 clinical subtelomeric MLPA referrals that our diag-
nostic unit had carried out during the last 2 yr. Only two
complete SHOX duplications were detected (0.27%). The
first case was referred for behavioral disorders and psy-
chomotor retardation. Both the proband and his unaffected
carrier mother had normal heights, but no detailed auxo-
logical examination was undertaken. The second case identi-
fied was a prenatal referral due to themother having a history
of spontaneous abortions with cytogenetic aberrations.
Cosegregation analysis
Cosegregation of the duplication with the presence of
short stature and Madelung deformity was apparent in
three LWD families (probands 8, 11, and 12). LWD pro-
band 8 inherited the allele with multiple partial SHOX
copies from his mother, who shared classic clinical LWD
features with her affected son, whereas the proband’s
brother, carrier of two normal SHOX alleles, has normal
height, with an actual height SDS above the target height
SDS (0.66 vs.2.83 SDS).Wewere unable to definitely
determine cosegregation in six more LWD proband fam-
ilies (4, 6, 7, 9, 10, 11).
The increased copy number of SHOX exons 2–6a de-
tected in proband 13 was not detected in genomic DNA
extracted from his parents’ lymphocytes suggesting that
the multiple copies had either arisen de novo or germline
mosaicismhadoccurred. SubsequentlyqPCRanalysiswas
carriedout onDNAextracted froma skinbiopsypuncture
sample from the affected mother. An increase in SHOX
copy number was detected in the skin fibroblast DNA
sample but absent in lymphocyte DNA, suggesting that
somatic mosaicism had occurred. Although both mother
and daughter presented with LWD, they show different
degrees of affectation, the mother is shorter and has a
milder form of Madelung deformity compared with her
daughter. Analysis of a bone marrow sample from the
mother would allow us to confirm this hypothesis.
Regarding the additional six ISS probands, although
cosegregation is apparent in the family of probands 2 and
14, it could not be clearly demonstrated nor excluded in
the families of probands 1, 3, and 15.
The assessment of cosegregation with the phenotype is
often hampered in the absence of large familieswith a high
number of affected and unaffected members. Further-
more, the large intra- and interfamiliar phenotypic vari-
ability observed in LWD (9, 36) is an additional hurdle for
the cosegregation analysis of these patients.
Pathogenic mechanism
We propose that the clinical manifestation associated
with partial and complete SHOX duplications is dependent
on the physical localization of the duplicated sequence.
With regard to the apparent association between
SHOX partial or complete duplications and LWD/ISS, we
hypothesize that SHOX expression from the allele har-
boring the duplication is reduced or ablated, resulting in
SHOX haploinsufficiency and thus clinically manifesting
as LWD or ISS. This may occur through at least three
possible mechanisms: 1) the extra whole or partial copy/
copies disrupt the normal copy of SHOX and the inserted
copy/copies is/are not functional because they lack the
necessary regulatory sequences; 2) the extra copy/copies
is/are present in tandem with the normal copy, either af-
fecting SHOX regulatory sequences or modifying the dis-
tance between the gene and the enhancers or regulatory
sequences; and 3) the extra copy/copies is/are localized
further upstream or downstream from the normal copy,
which would increase the distance between the normal
copy and the regulatory regions. This model is partially
supported by our own observations, as illustrated by case
15 findings: although no SHOX coding sequence was af-
fected by the 5 flanking duplication identified in proband
15, the duplication extended up to within 10–15 kb up-
stream of the SHOX promoters and may therefore have
disrupted the interaction between the upstream enhancers
and the SHOX promoters (37).
To be able to test these hypotheses, we should ideally
analyze SHOX expression at theRNAand protein level in
the bone marrow fibroblasts of these duplication carriers;
however, none of the examined referrals have so far re-
quired surgical intervention.
In summary, the SHOX/PAR1MLPAassay has proven
to be an essential tool in the detection of copy number
changes, including both deletions and now also duplica-
tions of SHOX or its flanking sequences in LWD/ISS re-
ferrals. Our results suggest that SHOX duplications may
have an effect on human skeletal growth.We propose that
an international registry should be initiated to further in-
vestigate the pathogenicity of PAR1 duplications encom-
passing SHOX. For this purpose, it would be essential to
collect anddocument clinical andmolecular data fromnot
only the clinically affected but also their unaffected family
members. This would help us to determine if SHOX du-
plications or increased SHOX copy number represent a
novel class of mutations implicated in the molecular eti-
ology of LWD and short stature.
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